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RESUMO 
 
O consumo de extractos aquosos de variadas plantas tem sido apontado como uma terapia 
alternativa para diversas patologias, estando a presença de compostos fenólicos associada a acções 
antioxidantes, com diversos efeitos benéficos como, por exemplo, a redução de eventos pró-inflamatórios 
e oxidantes que ocorrem na doença de Alzheimer. Certos extractos demonstram ainda inibição de 
enzimas específicos. No caso da Doença de Alzheimer, a inibição de acetilcolina esterase é a terapia 
mais usual para minimizar os efeitos perniciosos desta doença. Os extractos de plantas podem também 
inibir o crescimento de microrganismos. A cárie dentária é uma das doenças inflamatórias mais 
generalizadas, cujo desenvolvimento está intimamente associado com o crescimento bacteriano de 
espécies patogénicas, dos quais se destacam Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus. A 
diminuição da prevalência destas espécies e a inibição dos seus principais factores de virulência, como a 
actividade do enzima glucosiltransferase, a formação do biofilme e a sua capacidade acidogénica, é de 
vital importância para uma diminuição da incidência desta doença. 
Este estudo recaíu nas actividades anticariogénicas, antioxidantes e inibitórias do enzima 
acetilcolinaesterase de quatro espécies de plantas do género Mentha: Mentha x piperita, Mentha 
pulegium, Mentha spicata e Mentha spicata X. 
A inibição do crescimento das espécies cariogénicas foi apenas atingido em 50% (MIC50) para as 
concentrações em estudo. Os valores centraram-se perto dos 2.50 mg/mL, com Mentha pulegium tendo o 
melhor resultado contra S. sobrinus, 1.79 mg/mL, e Mentha spicata o melhor contra S. mutans, 1.28 
mg/mL. A inibição da formação de biofilme mostrou grandes diferenças na actividade das plantas 
estudadas, com Mentha spicata X inibindo em 50% com uma concentração de apenas 0.67 mg/mL para 
S. sobrinus e 0.83 mg/mL para S. mutans; enquanto Mentha x piperita seca necessitou de 6.19 mg/mL 
para S. sobrinus e 4.65 mg/mL para S. mutans. Mentha spicata X obteve também os melhores resultados 
na inibição do enzima GTF, embora não se tenha verificado uma relação linear entre a inibição do biofilme 
e a inibição do enzima para todos os extractos. A inibição da capacidade acidogénica revelou um ligeiro 
aumento do pH, com as melhores actividades recaíndo em Mentha x piperita seca para S. mutans, com 
um aumento de 0.25 para uma concentração de 6 mg/mL, e nas Mentha spicata e Mentha spicata X, que 
aumentaram em 0.20 e 0.25 para S. sobrinus e 0.18 e 0.15 para S. mutans, respectivamente. 
A planta em que se obteve melhor actividade antiradicalar foi a Mentha spicata, necessitando 
apenas de 16.36 µg/mL para inibir em 50% o radical DDPH. Esse valor é metade do segundo melhor 
resultado, 29.42 µg/mL, por Mentha x piperita seca. Mentha spicata mostrou excelentes resultados na 
inibição do enzima AChE, com IC50 de 0.6 mg/mL, enquanto Mentha x piperita seca revelou o resultado 
mais fraco nesse ensaio, com 2.19 mg/mL. O conteúdo fenólico revelou duas espécies com uma 
concentração mais elevada de fenóis, as folhas frescas de Mentha x piperita e o extracto de Mentha 
spicata X, com 177.64 µg PE/mg e 118.24 µg PE/mg, respectivamente. As outras espécies apresentaram 
valores entre 65-80 µg PE/mg extracto. Na avaliação da composição fitoquímica dos extractos verificou-se 
uma grande correlação entre as diferentes espécies, todas possuíndo o mesmo composto maioritário, 
ácido rosmarínico, que surgia em 60-70% da concentração. A metabolização dos extractos não foi muito 
extensa, ocorrendo variações mais significativas devido às células enterocíticas. A absorção dos 
compostos deve ocorrer apenas em concentrações residuais. 
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ABSTRACT 
 
The use of plant aqueous extracts has been shown as an alternative therapy for various 
pathologies, with the presence of phenolic compounds being commonly associated with antioxidant 
profiles, leading to numerous beneficial effects, such as a reduction of proinflammatory and oxidant events 
that may occur in Alzheimer’s disease. Certain extract also present inhibitory activity for specific enzymes. 
In Alzheimer’s disease, the inhibition of acetylcholinesterase is the most usual therapy for treatment of the 
symptoms of the disease. Plant extracts may also prevent bacterial growth. Dental caries is one of the 
most widespread inflammatory diseases, and its development is closely related to the bacterial growth of 
pathogenic microorganisms, among which Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus are usually 
referred as the primal etiological agents. The decrease of the prevalence of these species and the 
inhibition of their main virulence factors, such as the activity of glucosyltransferases, biofilm formation and 
their acidogenic ability, is of vital importance for the decline of the incidence of dental caries. 
 This study aimed at assessing the anticariogenic, antioxidant and antiacetylcholinesterase 
activities of four species of the genus Mentha: Mentha x piperita, Mentha pulegium, Mentha spicata and 
Mentha spicata X. 
 The inhibition of bacterial growth was only determined in 50% (MIC50) for the concentrations 
studied. The values obtained were focused around 2.50 mg/mL, with Mentha pulegium obtaining the best 
result against S. sobrinus, 1.79 mg/mL and Mentha spicata the best against S. mutans, 1.28 mg/mL. The 
inhibition of biofilm formation revealed major differences in the extracts’ activities, with Mentha spicata X 
obtaining 50% inhibition with 0.67 mg/mL for s. sobrinus and 0.83 mg/mL for S. mutans, while dried 
Mentha x piperita needed 6.19 mg/mL for S. sobrinus and 4.65 mg/mL for S. mutans to obtain the same 
level of inhibition. Mentha spicata X showed also the best inhibitory activity for the glucosyltransferase 
enzyme, though a direct correlation between biofilm inhibition and enzyme inhibition could not be 
assessed. The inhibition of the acidogenicity showed a slight increase of pH due to the action of some 
extracts, with the best results being obtained by dried Mentha x piperita for S. mutans, causing a pH 
increase of 0.25 for 6 mg/mL, and Mentha spicata and Mentha spicata X, which increased the pH in 0.20 
and 0.25 for S. sobrinus and 0.18 and 0.15 for S. mutans, respectively. 
 The plant with the best antiradicalar capacity was Mentha spicata, needing only 16.36 µg/mL to 
inhibit the DPPH radical in 50%, a bit more than half of the second best result, 29.42 µg/mL, obtained by 
dried Mentha x piperita. Mentha spicata also showed excellent anti-acetylcholinesterase activity, with an 
IC50 of 0.6 mg/mL, while dried Mentha x piperita showed the lowest result for that assay, 2.19 mg/mL. The 
study relating to the phenol content showed two species with a very high concentration of phenols, fresh 
Mentha x piperita and Mentha spicata X, with 177.64 µg PE/mg and 118.24 µg PE/mg of extract, 
respectively. The two other species studies presented values between 65-80 µg PE/mg of extract. 
 The phytochemical composition studies illustrated a vast correlation between the different 
extracts, with each one showing the same major compound, rosmarinic acid, which encompassed 60-70% 
of the total concentration. The metabolization of the extracts was not very ample, with the most significant 
variations occurring due to the action of enterocytic cells. The preliminary studies in the absorption of the 
compounds revealed that this action takes place only on a residual level. 
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 Capítulo I Introdução 
 
 Embora os avanços na síntese de compostos orgânicos sejam notáveis, mais de 25% 
dos medicamentos receitados em países industrializados derivam directa ou indirectamente de 
plantas [1]. Segundo a Organização Mundial de Saúde quase 80% da população mundial 
depende de medicinas tradicionais para as suas necessidades primárias de saúde [2]. Dentro 
dessas terapias, o uso de extractos de plantas em soluções aquosas é o método mais comum 
[3]. 
 Por sua vez, o aumento da preocupação na população em países desenvolvidos com o 
uso excessivo de produtos químicos tem levado a um concomitante aumento da procura por 
produtos naturais. Este renascido interesse por extractos de plantas tem originado uma enorme 
variedade de estudos, muitas vezes tendo em vista os seus usos em terapias tradicionais. Têm 
sido, assim, relatadas acções fitoterapêuticas para muitas das patologias mais comuns, como 
cancro [4], diabetes [5] e doenças psíquicas [6]. Dentro destas, uma particular atenção tem sido 
dada à interacção de plantas com a Doença de Alzheimer (AD) [7]. 
 Os pacientes com AD sofrem uma perda generalizada das suas faculdades, o que leva 
a um desprezo pelas práticas orais saudáveis, levando a uma deterioração da saúde oral. 
Adicionalmente a medicação utilizada para esta doença leva a um decréscimo acentuado do 
fluxo salivar, o que exacerba o desenvolvimento de doenças orais [8]. 
Essas doenças orais, das quais se destacam as cáries, podem levar a um estádio de 
inflamação da polpa, tanto por destruição do tecido [9] como a libertação de endotoxinas pelos 
microrganismos responsáveis pela doença [10]. Essa inflamação leva a uma resposta 
denominada resposta inflamatória periapical, que, por sua vez, irá induzir uma resposta 
inflamatória sistémica [11]. Uma resposta sistémica influência a sobre-produção de moléculas 
inflamatórias junto a eventos de inflamação, o que no caso da AD, poderá levar a um 
agravamento da doença neurodegenerativa [12]. Esta relação entre doenças periodontais e 
processos inflamatórios em AD foi já proposto por Kamer [13]. 
Assim, e embora não haja relação entre as doenças orais e os eventos principais que 
levam à AD, o aparecimento frequente das primeiras pode influenciar a gravidade da segunda, 
e quaisquer práticas preventivas que actuem nas duas frentes poderão aumentar a qualidade 
de vida dos pacientes. 
 A ingestão de infusões que possuam actividades contra os organismos e factores de 
virulência que originam as doenças orais, e concomitantemente possuam uma actividade 
benéfica no tratamento de AD, poderão revelar-se, nessa perspectiva, uma resposta simples 
aos problemas apresentados. Com efeito, a acção a nível oral é imediata, aquando da 
ingestão. Adicionalmente, se o extracto possuir compostos que passem as barreiras 
gastrointestinais e possuam uma acção comprovada a nível cerebral, existirá uma terapia 
elegante e de fácil disponibilidade para a população mundial. 
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I.1 Objectivos 
 
 Este trabalho visou assim estudar diferentes propriedades de extractos aquosos de 
plantas do género Mentha, um género reconhecido pelas suas variadas acções terapêuticas. 
Foi-se, para isso, determinar a actividade anticariogénica, com inibição do crescimento das 
estirpes S. sobrinus e S. mutans, inibição do biofilme bem como do enzima responsável pela 
formação do mesmo e também a inibição das propriedades acidogénicas in vitro. Este estudo 
pretendeu verificar igualmente a acção inibitória em relação ao enzima acetilcolinaesterase 
(AChE), que é o principal mecanismo de tratamento de AD. Para além destes estudos, 
verificou-se igualmente a capacidade antioxidante de cada extracto, realizando-se também 
uma abordagem ao seu conteúdo, tanto com um cálculo dos fenóis totais, como um estudo 
pormenorizado por HPLC. Finalmente, foi feita ainda uma breve abordagem da metabolização 
dos extractos, in vitro, pelos sucos digestivos e por células CACO-2, sendo que nessas últimas, 
observou-se igualmente a absorção de compostos para o interior das células, correspondendo 
à absorção de compostos pelo intestino. 
 
I.2 Cáries Dentárias 
 
A cárie dentária é a doença oral mais comum, e é a causa predominante de perda de 
dentes [14]. Caracteriza-se resumidamente, pela destruição (desmineralização) dos tecidos 
calcificados do dente pela acção de microrganismos orais produtores de ácido, através da 
fermentação bacteriana de glúcidos da dieta [15]. Estes microorganismos encontram-se 
agregados em biofilmes, uma matriz de exopolímeros gerada por acção de colonizadores 
iniciais e organismos secundários, dentro da qual podem crescer células. Forma-se, então, 
uma comunidade de organismos com uma fisiologia colectiva e capacidade para resolver os 
diferentes eventos fisico-químicos (variações de pH, disponibilidade de nutrientes, stress 
oxidativo) apresentados pelo ambiente [16;17]. 
Embora esta doença tenha uma prevalência na coroa do dente, as cáries da raíz do 
dente também ocorrem. As primeiras usualmente iniciam-se como um ponto branco no 
esmalte, e na raíz como áreas moles no cemento e dentina (Figura 1). Com a progressão das 
cáries uma destruição mais extensa do esmalte e dentina ocorre, seguido de inflamação da 
polpa e tecidos periapicais [15]. 
 
27 
 
Figura 1 Estrutura de um dente maxilar. Retirado de [I] 
 
Esta doença é afectada pelo fluxo e composição da saliva, exposição ao flúor, 
consumo de glúcidos na dieta e por um comportamento preventivo. A cavidade é a sequela da 
doença, sendo um estado já avançado desta (Figura 2) 
 
 
Figura 2 Diagrama da metáfora “Iceberg” para cáries dentárias, identificando os diferentes estágios da 
doença. O primeiro estágio reflecte um a destruição sub-clínica do dente. No estágio seguinte, estágio 
ainda bastante precoce da doença, verifica-se uma destruição do esmalte. Em seguida ocorre uma 
destruição bastante estabelecida, quando o dano se começa a verificar na dentina, podendo progredir até 
uma destruição severa, Retirado de [18] 
 
I.2.1 – Natureza e desenvolvimento da Doença 
 
A comunidade de microorganismos que se estabelece nesta doença é usualmente 
conhecida como placa dentária, e as suas capacidades cariogénicas provêm de certos 
microrganismos nos biofilmes, sempre activos metabolicamente, que vão libertando ácidos 
orgânicos fracos, em particular o ácido láctico, como sub-produtos do metabolismo de 
fermentação de glúcidos [19]. 
 A acumulação de placa, produção subsequente de ácidos na placa em resposta à 
presença de glucose, e eventual normalização do pH é um ciclo que ocorre a nível oral, 
forçando a desmineralização/remineralização (Figura 3). O nível de abaixamento do pH e a 
longevidade desse evento estão dependentes de diversos factores, como a saliva, outros 
componentes salivares e quantidade e frequência do consumo de glúcidos [20;21]. 
 
28 
 
Figura 3 Movimentação iónica, com formação e degradação de fosfato de cálcio, entre biofilme e esmalte 
e biofilme e saliva, em resposta às variações de ácido. Esta variação determina se há remineralização ou 
desmineralização do dente. Existem trocas do biofilme e saliva de diversos iões. A diminuição do pH leva 
à formação de fosfato de cálcio, o principal constituinte do dente, e um aumento de pH leva à produção de 
fosfato de cálcio a partir dos iões livres no biofilme. Retirado de [20] 
 
O resultado cumulativo deste processo é uma perda generalizada de minerais, levando 
à dissolução de tecidos rígidos do dente, e formação duma lesão de cárie. Essa lesão, ou 
buraco, torna-se um nicho ecológico na quals os organismos da placa podem crescer e manter-
se durante longos períodos, agravando as causas da doença [22]. 
Nas lesões iniciais, quando a descalcificação ocorre abaixo da superfície e está coberta 
por uma superfície intacta de esmalte, pode haver remineralização, uma vez que a saliva e o 
fluído da placa estão normalmente supersaturados de minerais que constituem o dente. Por 
sua vez, o esmalte que tenha sofrido erosão superficial não pode ser remineralizado, porque 
não há matriz para o crescimento dos cristais. A superfície corroída por ácido fica coberta por 
uma película salivar e com proteínas bacterianas a partir do momento em que entra em 
contacto com a saliva, e esta película inibe o depósito mineral [23]. 
 
I.2.1.1 Papel protector da saliva 
 
 A saliva tem um papel muito importante contra a destruição dentária. Os efeitos da 
saliva no risco do desenvolvimento de cáries são dramáticos quando há uma diminuição 
significativa na secreção, resultando no desenvolvimento da xerostomia. A saliva é, assim, 
crítica para a protecção dos dentes contra as mudanças do pH [20]. 
Quantidades adequadas de saliva fornecem os ingredientes para uma remineralização 
bem sucedida, como bicarbonato, fosfato e ureia (que podem ser utilizados por bactérias para 
libertação de amónia) e aminoácidos e péptidos (ricos em arginina e prolina) que funcionam 
como tampão. O clearance rápido de glúcidos reduz o desenvolvimento das cáries, e os iões 
cálcio e fosfato na saliva previnem a dissolução extrema dos dentes, ajudando também a 
remineralização. A saliva arrasta ainda os ácidos, aumentando assim o pH [20;24]. 
Todos estes factores actuam de forma a inibir a desmineralização, mas não 
conseguem penetrar nas zonas mais profundas do esmalte, estando, assim, o seu papel 
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estabilizante restrito à superfície. É por essa razão que o ataque inicial é usualmente localizado 
a nível sub-superfícial [23]. 
 
I.2.3 – Microbiologia associada 
 
 A flora da microplaca é muito variável na sua composição em diferentes superfícies 
dentárias devido a estar sujeita a diferentes stress mecânicos, como mastigação, movimentos 
linguais e fluxo salivar. Contudo, depois de estabelecida a microflora mantém-se relativamente 
estável ao longo do tempo, resistindo às pequenas perturbações no seu ambiente [25]. 
 Uma boca sã está associada a uma placa supragengival bastante simples: poucas 
camadas de cocci Gram positivos (Streptococcus spp: S. mutans, S. mitis, S. sanguis, S. oralis, 
Rothia dentocariosa, Stapholococcus epidermis), seguido de filamentos e bastonetes Gram 
Positivas (Actinomyces spp: A. viscosus, A. Israelis, A. gerencseriae, Corynebacterium spp.) e 
uns poucos cocci Gram negativos (Veillonella parvula, Neisseria spp.) [26]. 
 Embora a flora oral seja assim bastante complexa e diversificada, duas espécies de 
streptococci presentes no biofilme, do mesmo grupo de streptococci orais, conhecidos 
usualmente como Streptococcus mutans (MS), têm sido apontadas como os agentes 
etiológicos primários das cáries dentárias em humanos [25]. O grupo MS é bastante 
heterogéneo, sendo usualmente diferenciados por testes bioquímicos, como o descrito por Kral 
[27], embora recentemente, novas técnicas dependentes de relacionamentos genéticos, como 
determinação do conteúdo guanina/citosina, hibridação DNA-DNA, análises com sondas 
espécie-específicas e PCR também tenham ganho relevo [28;29]. 
 MS são anaeróbios facultativos, não-móveis, cocos gram-positivos e catalase-
negativos [30]. Estes microrganismos não são fastidiosos nos requerimentos para o seu 
crescimento; têm a capacidade de usar amónia como a sua fonte única de azoto o que lhes dá 
uma vantagem ecológica, podendo-se adaptar para o crescimento em zonas anaeróbias; 
sintetizam polissacáridos insolúveis a partir da sacarose e são homofermentativas libertando 
ácido láctico [31]. 
Nos MS, S. mutans é a espécie mais comum, com até 94% das bactérias isoladas de 
pacientes com cáries pertencendo a esta espécie, e S. sobrinus a segunda estirpe mais 
encontrada, atingindo uma incidência máxima de 53% [24]. S. mutans está associada com a 
iniciação das cáries dentárias em fissuras e nas superfícies lisas do esmalte, enquanto S. 
sobrinus é mais comumente isolado dos locais proximais dos dentes posteriores [32]. 
 
I.2.3.1 Placa dentária e biofilme 
 
O biofilme dentário (ou placa dentária) é um agregado de microorganismos, que se 
forma na superfície do dente, sendo composta por uma diversa comunidade de bactérias, fixas 
a uma matriz de polímeros, no qual as células estão agarradas umas às outras e/ou à 
superfície do dente. A placa desenvolve-se naturalmente, sendo geralmente considerada 
30 
benéfica, pois ocupam nichos e competem directamente com patogénios, impedindo a sua 
adesão, vitalidade, crescimento ou produção de factores de virulência através de antagonismo 
metabólico ou inactivação directa [25;26]. 
 Os colonizadores iniciais são organismos capazes de suportar grandes concentrações 
de oxigénio, e resistir a mecanismos de remoção, como deglutição, mastigação, fluídos 
salivares, etc.. A replicação destes permite a adesão subsequente de outras espécies 
bacterianas, no processo que se denomina colonização secundária [26]. 
 
I.2.3.1.1 Formação do biofilme 
 
 De forma a haver formação de uma placa cariogénica, é necessário atingir-se certos 
padrões, como valores baixos de oxigénio. Embora a boca seja um local bastante oxigenado, 
grande parte dos microrganismos encontrados são anaeróbios. Os gradientes criados por 
biofilmes conseguem criar um ambiente onde até aneróbios estritos conseguem-se 
desenvolver [25]. 
 O processo de desenvolvimento de um biofilme está dividido em fases [20] (Figura 4): 
1. Formação duma película na superfície do dente 
2. Interacções não específicas entre bactérias e a película adquirida 
3. Ligação de colonizadores secundários aos colonizadores primários 
4. Desenvolvimento de estratificação horizontal e vertical 
5. Crescimento e formação da comunidade final. 
 
 
Figura 4 Diagrama de formação do biofilme dentário: (a) colonização primária; (b) formação de micro-
cólonias; (c) co-adesão das diferentes espécies e (d) divisão celular das espécies envolvidas do biofilme e 
subsequente criação de um biofilme misto com características próprias. Retirado de [33] 
 
 A comunicação entre as diferentes espécies nos biofilmes parece ser a chave para a 
acção unitária da placa, e como bactérias específicas emergem e destroem o equilíbrio com o 
hospedeiro. Interacções físicas (co-agregação e coadesão), metabólicas e fisiológicas 
(expressão génica e sinalização célula-célula) levam a uma cooperação entre diferentes 
espécies, com os produtos metabólicos de alguns organismos a promoverem o crescimento de 
certas bactérias, ou prevenir a sobrevivência de outras [26]. 
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I.2.3.2 – Factores de virulência 
 
A virulência de uma bactéria engloba todas as propriedades que promovem a sua 
entrada, colonização e crescimento no organismo do hospedeiro. O elevado potencial 
cariogénico associado a S. mutans e S. sobrinus advém de alguns factores de virulência 
intrínsecos, nomeadamente (Figura 5) [24]: 
1. Adesão inicial à superfície dos dentes; 
2. Capacidade para sintetizar glucanos insolúveis e solúveis em água devido à 
existência dos enzimas glucosiltransferases (GTFs)  
3. Potencial acidogénico e acidúrico 
 
 
Figura 5 Factores de virulência de S. mutans e S. sobrinus. (1) Adesão inicial; (2) síntese de glucanos e 
(3) potencial acidogénico. Retirado de [34] 
 
Estes factores de virulência conferem a estas espécies a capacidade de adesão e 
acumulação na superfície dos dentes, juntamente com a libertação de ácido, que leva à 
desmineralização, definindo assim um biofilme com propriedades cariogénicas. 
 
I.2.3.2.1 – Adesão independente da sacarose 
 
A adsorção à superfície dentária de proteína e glicopoteínas presentes na saliva, forma 
o que é chamado a película do esmalte. As interacções mediadas pela superfície celular de 
microrganismos com as proteínas salivares dessa película, são o primeiro elo de ligação de MS 
a uma superfície dentária. As bactérias da flora oral possuem proteínas superfíciais que 
actuam como factores de adesão, sendo por isso factores de virulências críticos para a sua 
viabilidade [35]. Essas adesinas podem estar envolvidas em múltiplas interacções, tanto com 
receptores do meio (por exemplo mucinas salivares), como com receptores de outras bactérias 
(co-adesão) [36]. Um exemplo dessa acção encontra-se apresentado na Figura 6, em que o 
antigénio I/II de S.mutans promove a adesão inicial. 
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Figura 6 Adesão de S. mutans à superfície do dente e a outras bactérias independente de sacarose, 
durante a formação da placa dentária. Retirado de [34] 
 
Com um crescente volume de proteínas identificadas até agora, chegou-se à conclusão 
que embora uma dada proteína possa ter um papel na colonização dentária, múltiplas 
interacções entre MS e a película do dente, bem como interacções entre diferentes 
microrganismos, são importantes para haver colonização [37]. 
 
I.2.3.2.2 – Adesão dependente da sacarose e acção de 
glucosiltransferases 
 
Após a adesão inicial, ocorre uma acumulação, dependente da sacarose, das 
comunidades bacterianas na superfície do dente. Essa aderência entre as células bacterianas 
e entre as células bacterianas e a superfícies dos dentes, é baseada na formação de glucanos 
por parte de glucosiltransferases (GTFs) [19]. 
A adesão aos glucanos formados pode ocorrer através das próprias GTFs, que 
possuem um domínio de ligação aos glucanos (GBD, do inglês Glucan Binding Domain), bem 
como por ligação de outras proteínas de ligação a glucanos (GBPs, do ingles Glucan Binding 
Proteins) (Figura 7) [35]. 
 
 
Figura 7 Mecanismo de adesão dependente de sacarose. Retirado de [34]. 
 
Glucosiltransferases (EC 2.4.1.5) são enzimas produzidos por mutans streptococci, e 
reconhecidos factores de virulência na patogénese de cáries dentárias [19]. Os glucanos são 
produtos da actividade hidrolítica desses enzimas (mas também de fructosiltransferases, FTF, 
EC 2.4.1.9) (Figura 8). 
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Figura 8 Hidrólise de sacarose  em glucose e frutose, por acção de glucosiltransferases. Retirado de [II]. 
 
As unidades de glucose resultantes da actividade de sacarase por parte de GTFs, são 
depois unidas através de ligações glicosídicas α(1-6) e α(1-3), formando polissacarídeos 
denominados por glucanos. Estes podem ser solúveis ou insolúveis em água. Os glucanos 
solúveis em água apresentam predominantemente ligações α(1-6), enquanto os insolúveis são 
compostos essencialmente por ligações α(1-3) [38]. 
 Estudos genéticos revelaram a presença de múltiplos GTFs nos organismos que 
produzem glucanos, com três proteínas distintas a serem produzidas por S. mutans (S. 
sobrinus possui 4 genes): gftB, que codifica o enzima GTF-I; gtfC que expressa um GTF-SI; e 
gtfD que codifica o enzima GTF-S. Os dois primeiros enzimas sintetizam predominantemente 
glucanos insolúveis em água (WIG, do inglês Water Insoluble Glucans), enquanto o último 
produz glucanos solúveis (WSG, do inglês Water Solluble Glucans) [39;40]. A produção de 
glucanos insolúveis é a que está predominantemente associada à formação do biofilme [36]. 
 
I.2.3.2.3 – Metabolismo de glúcidos; potêncial acidogénico e 
acidúrico 
 
 As bactérias orais MS conseguem ganhar uma vantagem selectiva sobre os outros 
microrganismo através da sua resistência a flutações extremas de pH na placa, bem como da 
capacidade de fermentar uma grande variedade de glúcidos e conseguir metabolizar a 
sacarose a ácido láctico mais rapidamente que outras bactérias orais, graças aos sistemas 
enzimáticos que conseguem transportar e metabolizar a sacarose [37;41]. 
Estas espécies possuem uma via glicolítica completa a partir da qual produzem ATP e, 
como produto final ácido láctico, que é posteriormente excretado para o exterior da célula 
bacteriana. A produção destes ácidos orgânicos provoca alterações no biofilme, 
nomeadamente o abaixamento do pH (pH <5,5). A capacidade homofermentativa ocorre 
mesmo na ausência de fontes de alimentos exógenas, graças à capacidade de 
armazenamento e síntese de polissacáridos intracelularmente. Os glúcidos de armazenamento 
são metabolizados por MS de modo a produzir ácido, o que aumenta a propriedade 
cariogénica, levando à manutenção de um pH inferior a 5,5 no meio [37]. 
Esta propriedade permite a produção contínua de ácido mesmo após a inexistência de 
glúcidos provenientes da dieta ou durante períodos de baixas concentrações de substrato 
endógeno, mantendo-se a acidogenicidade e a desmineralização do esmalte dentário durante 
períodos de baixa secreção salivar (como durante o sono) [30]. 
Sacarose Glucose Frutose 
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O pH força uma pressão ecológica muito forte nas MS, e a sua capacidade de tolerar e 
crescer a pH baixo é crucial para a sua sobrevivência e patogénese. Esta propriedade, acidúria 
ou resposta de tolerância ao ácido (ATR, do inglês Acid Tolerance Response), envolve 
mecanismos que mantêm a homeostase intracelular do pH, como a sobre-expressão de uma 
F-ATPase que liberta protões para o meio [42]; a variação do perfil de ácidos gordos da 
membrana, decrescendo a permeabilidade a protões [43]; e aumento da excreção de produtos 
acídicos [44]. Há também a expressão aumentada duma proteína transportadora com simporte 
H+/glucose [45], e uma resposta reparativa dos conteúdos celulares, em particular o DNA, com 
produção de enzimas reparadores, como é o caso de chaperonas e endonucleases [46;47]. 
 
I.2.4 – Prevenção e combate à doença 
 
O controlo das espécies de Streptococcus, reconhecido como uma das principais 
bactérias responsáveis pela cárie dentária, é de grande importância para a Saúde Pública. 
A melhoria significativa da saúde dentária, especialmente em crianças de países 
desenvolvidos, tem sido atribuída principalmente a práticas preventivas, tendo a escovagem 
com dentríficos com flúor um especial impacto na redução da cárie dentária [48]. Com efeito, o 
flúor actua como catalisador para a difusão de cálcio e fosfato para dentro do dente, 
remineralizando as estruturas cristalinas na lesão resultando em estruturas muito mais 
resistentes ao ataque ácido do que a estrutura original [18]. 
Nas últimas décadas tem havido esforços extensos para identificar factores de 
virulência dos organismos, que sejam alvos para profiláxicos anticáries. Para ser eficiente, o 
tratamento tem de ter em conta a biologia das comunidades bacterianas. O objectivo da 
prevenção de cáries será o de manter o equilíbrio entre o hospedeiro e a microflora residente 
[49]. A terapia pode basear-se em quatro pontos [26]: 
1. Prevenção da formação do biofilme 
2. Perturbação dos biofilmes existentes 
3. Prevenção de desenvolvimento de mais biofilme 
4. Morte de organismos específicos no biofilme 
 
Muitos estudos testam a eficácia antimicrobiana de agentes in vitro nas formas 
planctónicas dos patogénios, mas a concentração mínima inibitória (MIC) resultante não tem o 
mesmo grau de eficácia no biofilme quando administrado clinicamente. As diferenças estão 
relacionadas com as propriedades da comunidade (como libertação de enzimas protectores) e 
a matriz polimérica que consegue impedir a penetração de agentes quimoterapêuticos por 
interacções iónicas ou electrostáticas [26]. 
O desejo de controlar a composição bacteriana da placa dentária provém dum desejo 
de prevenir ou reduzir a incidência de cáries e outras doenças periodontais. Os agentes 
antimicrobianos possuem diversas desvantagens clínicas, como o desenvolvimento de 
infecções secundárias, e a emergência de bactérias resistentes. Um exemplo disso é a 
35 
clorohexidina, m dos biocidas mais utilizados em produtos antisépticos, cujo uso em soluções 
orais leva a um enegrecimento dos dentes e língua, que só pode ser removida com uma 
limpeza morosa no dentista, alterando ainda a percepção gustativa. Esses efeitos secundários 
não são usualmente encontrados em tratamentos baseados em extractos de plantas [50]. 
 
I.2.4.2 – Fitoquímica e prevenção 
 
Diversos estudos mostraram a possibilidade de utilização de plantas medicinais como 
medidas preventivas de doenças orais, em particular doenças relacionadas com a placa 
dentária, como é o caso de cáries dentárias. Uma variedade de compostos foram 
extensivamente estudados tendo por base da sua actividade antimicrobiana, inibição 
enzimática de GTFs e redução das condições de pH [51]. 
Compostos derivados de plantas conseguem inibir a síntese de peptidoglicanos, 
danificar estruturas membranares microbianas, alterar a hidrofobicidade da superfície 
membranar microbiana e modular quorum sensing, influenciando a formação de biofilme [52]. 
Os principais mecanismos de acção dos compostos fitoquímicos em microrganismos estão 
resumidos na Figura 9. 
 
 
Figura 9 Localização e potênciais mecanismos de acção antimicrobianos de compostos fitoquímicos: 
Degradação da parede celular; Danos à membrana citoplasmática; Danos a proteínas membranares; 
Libertação dos conteúdos celulares; Coagulação do citoplasma; Depleção da força protomotriz. Retirado 
de [53]. 
 
Os grupos em que tem reacído o maior interesse são as substâncias aromáticas, que 
podem ser divididas em várias categorias: compostos fenólicos, terpenóides e óleos 
essenciais, alcalóides, lectinas, polipéptidos e poliacetilenos. Dentro dos compostos fenólicos, 
os flavonóides são dos mais activos, com certos compostos revelando uma boa actividade 
inibibitória de GTFs (flavonas e flavonóis), e outros uma melhor actividade antibacteriana 
(flavanonas). 
A estrutura molecular dos flavonóides e o estado físico do enzima influenciarão em 
larga medida a acção inibitória de GTFs. Flavonas e flavonóis que possuam uma ligação dupla 
insaturada entre posições C-2 e C-3, apresentaram uma extraodinária inibição de GTF. A 
presença desta ligação dupla pode criar um local para adição nucleofílica pelas cadeias laterais 
de aminoácidos de GTFs. Diversos resíduos têm sido identificados como essenciais para 
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expressão das actividades catalíticas de GTFs, especialmente ácido aspártico, onde a sua 
cadeia lateral (CH2COOH) actue como nucleófilo e reaja com flavonas e flavonóis, causando a 
inibição [38]. 
Num estudo realizado por Shayegh [50], foi determinado que os óleos essenciais de 
Mentha x piperita apresentaram uma boa actividade antimicrobiana, com mentol sendo um dos 
responsáveis apontados, porém não o único, visto que este está por vezes em concentrações 
minoritárias. O uso de óleos essenciais como solução bucal demonstrou ainda uma boa 
actividade da inibição da formação de biofilme. 
 
I.3 – Acetilcolina, Acetilcolina esterase e Doenças Associadas 
 
I.3.1 – Acetilcolina 
 
 A acetilcolina (ACh) (Figura 10) é um composto químico encontrado em vertebrados e 
artrópodes, tendo como principal função a de transmissor de impulsos eléctricos entre células 
nervosas ou de células nervosas para tecido muscular. Foi primeiramente sintetizado 
químicamente em 1867, sendo depois descoberto em tecidos humanos em 1906. 
 
 
Figura 10 Representação da molecula de Acetilcolina. Retirado de [54]. 
 
 A acetilcolina liga-se a dois tipos de receptores: muscarínico e nicotínico. O primeiro 
destes está usualmente associado ao sistema nervoso periférico e músculo liso e cardíaco, e a 
sua ligação está usualmente associada ao estímulo do sistema nervoso parasimpático. Grande 
parte dos receptores nicotínicos estão localizados no Sistema Nervoso Central (CNS), e nas 
sinapses entre nervos e músculo esquelético.  
O estímulo dos receptores nicotínicos do CNS está possivelmente associado ao 
processo cognitivo e memória. Nos terminais nervosos existem vesículas que contêm ACh, 
sendo libertada aquando da despolarização do terminal nervoso, entrando na sinapse e 
ligando-se ao receptor. O tempo de meia-vida da ACh libertada é muito baixo, devido à 
presença de grandes quantidades de acetilcolinaesterase (AChE), um enzima que hidrolisa a 
ligação éster da molécula, levando à perda da sua actividade estimulante [54]. 
A inibição de AChE, levará então, a nível do CNS, ao prolongamento da existência e 
actividade de ACh. Este é o príncipio que tem sido utilizado a nível médico para tratamento de 
doenças associadas a níveis inadequados de ACh [55]. Está por vezes também associado a 
incidentes toxicológicos que levam a um excesso de estímulo colinérgico, com casos extremos 
levando à morte do indivíduo. 
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 Para além das funções neurológicas da acetilcolina, nos últimos anos tem-se vindo a 
demonstrar que virtualmente todas as células do organismo possuem a presença de 
acetilcolina, com receptores muscarínicos e nicotínicos a serem encontrados em células 
epiteliais, endoteliais, placenta e células da circulação sanguínea, levando à confirmação de 
um sistema colinérgico não neuronal. A tradução de sinal via receptores 
nicotínicos/muscarínicos tem um impacto enorme nas células. Em conjunto, esses receptores 
interagem com praticamente todos os canais iónicos e enzimas chave, formando efectores de 
segunda e terceira geração.  
Além da presença dos receptores, AChE está também presente em muitas células do 
organismo, pelo que a acetilcolina não terá um papel hormonal, servindo como mensageiro 
apenas em zonas muito próximas da sua síntese. A sua actividade deve regular funções 
básicas das células, como expressão génica, proliferação, diferenciação, organização do 
citoesqueleto, contacto célula-célula, secreção e absorção e muitas outras actividades [56]. 
 
I.3.2 –Acetilcolina esterase 
 
Acetilcolinaesterase (EC 3.1.1.7), é uma proteína complexa de 76-kD, com um fold α/β 
hidrolase de forma elipsóide. Os estudos com este enzima, tanto estruturais como de inibição, 
são usualmente realizados em TcAChE, obtida da raia eléctrica Torpedo californica. A hidrólise 
de ACh ocorre no centro activo, que se encontra no fundo duma depressão de 
aproximadamente 20 Å, e o mecanismo é bastante complexo. A ligação inicial deve ocorrer no 
local aniónico periférico (PAS, do inglês Peripheric Anionic Site), e a hidrólise em si no fundo da 
depressão onde se encontram quatro sub-locais: o local esterático, a cavidade oxianiónica, o 
sub-local aniónico e a bolsa acilo [57] (Fig 11 A). 
 
 
Figura 11 Regiões de ligação da cavidade do enzima Acetilcolina Esterase. Retirado de [54]. 
 
O AChE é um dos enzimas hidrolíticos mais rápidos, com 1013x mais actividade do que 
proteases de serina na hidrólise espontânea de ACh. Devido ao grande turnover do enzima, e 
a um dipolo electroestático bastante grande causado pela distribuição assimétrica de cargas, é 
A 
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praticamente impossível que a colina obtida após hidrólise consiga sair do centro activo pelo 
mesmo caminho que o substrato entrou. Foi por isso considerado um mecanismo “back door”, 
que ocorrerá com a abertura do fundo da depressão, formando um canal por onde os produtos 
da reacção passem, criando um fluxo de substrato pelo centro activo [54]. 
Este enzima existe em formas assimétricas, contendo entre 4 e 12 unidades catalíticas 
ligadas a uma cauda de colagénio que funciona como uma âncora membranar. 
Adicionalmente, em 3 formas globulares (G1, G2 e G4), existem 1, 2 ou 4 subunidades 
catalíticas. No cérebro humano, AChE está presente nas formas G1 e G4, com proporções 
variando entre as diferentes regiões. No caso dos pacientes com doença de Alzeimer (AD), há 
uma redução selectiva dos níveis de G4, o que implica que uma inibição selectiva de G1 pode 
ser benéfica [57]. 
 
I.3.2.1 Inibição do enzima Acetilcolina Esterase 
 
Diversos estudos têm sido realizados num esforço para investigar a interacção entre 
inibidores e AChE, incluíndo refracção por raios-X e mutagénese sitio-específica. Os inibidores 
podem ser divididos entre aqueles que se ligam ao centro activo no fundo da depressão, e os 
que se ligam ao PAS. Os inibidores de AChE (AChEIs) são usados tanto como produtos 
farmacêuticos como pesticidas, especialmente contra insectos e outros artrópodes vertebrados 
[54]. 
 A inibição de AChE era inicialmente detectada pelo uso de preparações como o íleo de 
porquinho da índia. Estes métodos eram caros e morosos, com uma baixa sensibilidade, sendo 
por isso trocados por métodos químicos mais sensíveis. O método desenvolvido por Ellman 
[58], é o mais utilizado hoje em dia. A introdução deste método, resultou num screening rápido 
de diferentes extractos, vindo-se a obter um grande número de novos inibidores de 
colinaesterase. Muitas destas descobertas são um resultado de investigações em plantas 
usadas em medicina tradicional para melhoria de memória e alívio de sintomas que são agora 
reconhecidos como de AD. 
 Em medicina, AChEIs são utilizados para corrigir os efeitos de insuficiência de ACh. A 
primeira aplicação foi em oftalmologia, para tratamento de glaucoma. Têm também sido 
utilizados como antídotos contra toxinas como atropina, um inibidor competitivo de ACh, cuja 
intoxicação pode ocorrer por ingestão de material vegetal que contenha estes compostos, ou 
por overdose de compostos médicos que os contenham como compostos activos. 
No entanto, foi o aparecimento da hipótese colinérgica, que correlaciona a doença de 
Alzheimer com baixos níveis de ACh no cérebro que levou ao grande interesse no estudo de 
AChEIs. Adicionalmente, têm vindo a surgir provas que o AChE acelera o depósito de placas 
de β-amilóide extracelulares, características de histologia anormal em pacientes com a AD 
[54;57]. 
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I.3.2.2 Doença de Alzheimer 
 
 O funcionamento do sistema colinérgico a nível cerebral, do qual dependem a atenção 
e a memória, vai decrescendo durante o processo normal de envelhecimento, sendo afectado 
ainda mais profundamente na AD [59]. Esta doença foi primeiramente descrita pelo psiquiatra 
alemão, Alois Alzheimer, em 1907, sendo a causa mais comum de demência (atinge 
aproximadamente 2/3 de todos os casos) na população idosa e afecta cerca de 3% da 
população entre 65-74 anos; 19% entre 75-84 anos e 47% dos idosos com 85 anos ou mais. 
Com o aumento da esperança de vida, o número de pacientes com AD irá aumentar, e revelar-
se como um grave de problema de saúde pública [60]. 
A AD possui uma complexa combinação de componentes genéticos e não genéticos. 
Existe uma forma familiar, que representa menos de 5% dos casos, onde os pacientes 
tipicamente começam a desenvolver a doença com menos de 65 anos de idade. A forma 
precoce familiar está associada a mutação de pelo menos 3 genes, que codificam para a 
proteína precursora de amilóide (APP), presenilina 1 e presinilina 2. Estas mutações partilham 
uma via bioquímica comum, a produção alterada do péptido β-amilóide, que leva a morte 
neuronal e demência. A forma mais comum de AD é mais tardia, possuindo apenas um factor 
de risco genético comum, o alelo 4ε do gene da apolipoproteína E (APOE). Este risco genético 
não é, no entanto, necessário nem suficiente para causar AD, reduzindo apenas a idade onde 
os sintomas começam a surgir [61]. 
 
I.3.2.2.1 Hipótese colinérgica 
 
 No final dos anos 70, foi descoberto que os pacientes com AD possuíam um défice de 
ACh no cérebro. A relevância das alterações do sistema colinérico em AD foi fortalecido com a 
descoberta que a neurotransmissão colinérgica modela a aprendizagem, memória e atenção.  
A descoberta deste défice no sistema colinérgico, levou ao desenvolvimento da 
Hipótese Colinérgica, que postula que a disfunção cognitiva, funcional e comportamental 
associada a AD pode ser causada pela incapacidade de transmitir impulsos neurológicos pelas 
sinapses colinérgicas [60]. Com efeito, a perda de neurónios colinérgicos é bastante evidente 
no neo-cortéx e hipocampo (Figura 12) de pacientes com AD, áreas estas associadas com a 
aprendizagem e a memória, respostas comportamentais e emocionais [57]. Marcadores 
présinápticos do sistema colinérgico, como actividade de colina acetiltransferase (ChAT), que 
leva à síntese de ACh, aparecem reduzidos na patologia inicial dos pacientes com AD [62]. 
Recentemente foi possível medir a actividade de acetilcolinaesterase in vivo, através de 
tomografia de emissão positrónica (PET). Nestes estudos verificou-se um declínio de 
actividade colinérgica cortical em 16-45% [63]. 
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Figura 12 Comparação do hipocampo de um paciente normal, e dum paciente que sofre de AD. O 
desaparecimento do contraste representa a perda de neurónios colinérgicos. Retirado de [57]. 
 
 O tratamento sintomático de AD é normalmente baseado no aumento farmacológico da 
acção colinérgica. De entre os diversos tipos de fármacos que podem modificar a 
neurotransmissão colinérgica, os únicos que revelaram efeitos notáveis para o tratamento 
sintomático de AD foram os inibidores de acetilcolinaesterase (AChEIs). Estes fármacos 
actuam por diminuição da degradação bioqúmica de ACh, prolongando a neurotransmissão 
colinérgica. A inibição do enzima pode também modificar o depósito de β-amilóide, um 
componente chave da patofisiologia de AD, muito embora o significado clínico desta inibição na 
progressão da doença ainda não tenha sido claramente estabelecido [62]. 
 Embora se assumisse que a terapia de AChEIs fosse uma intervenção a curto-prazo, 
verificou-se que as melhorias podiam manter-se por alguns anos, possivelmente devido a um 
efeito estrutural no tratamento de certas patologias da doença, como a interacção dos 
fármacos com a cascata amilóide, influenciando a expressão, ou processamento metabólico da 
APP, atrasando outro dos passos mais importantes no desenvolvimento da doença [64]. 
Essa e outras evidências têm mostrado que as colinesterases podem participar nos 
processos patológicos de AD por funções não colinérgicas. Enquanto a actividade de AChE foi 
marcadamente reduzida no resto das células e axónios no cortéx em AD, estudos 
histoimunoquímicos revelam a presença de colinaesterases atípicas associadas com as placas 
senis amilóides e nas microvilosidades cerebrais. A relação entre acetilcolinaesterase e o 
aparecimento de placas amilóides foi comprovada também pela descoberta duma sobre-
expressão de AChE em culturas de células expostas a β-amilóide. Há provas que agonistas de 
receptores muscarínicos e inibidores de AChE podem reduzidir a formação de β-amilóides, 
afectando assim as causas da doença [65]. 
 
I.3.2.2.3 Inibição fitoquímica de Acetilcolinaesterase 
 
 Muitos estudos revelam que as plantas são uma boa fonte de moléculas que podem 
possuir actividade inibitória contra a actividade do AChE [64;66]. A grande variedade de 
actividades que os fitocompostos possuem fazem com que eles sejam excelentes candidatos 
para terapêutica, uma vez que a AD e outras doenças resultam de diversos processos 
bioquímicos, e não de um evento isolado. Por exemplo, a sua actividade antioxidante poderá 
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estar relacionada com o seu efeito terapêutico global, e, uma vez que AD tem sido associado a 
danos oxidativos, extractos de plantas parecem ser uma excelente fonte de estudos. 
 Óleos essenciais retirados de plantas do género Mentha revelaram um bom efeito 
inibitório deste enzima [67], e esse efeito também já foi reportado em extractos aquosos de 
plantas desse género [68] 
 
I.4 Stress oxidativo 
 
 O oxigénio é essencial à vida aeróbia mas, paradoxalmente, pode ser tóxico, mesmo a 
concentrações atmosféricas. Nessas células, o oxigénio serve como aceitador de electrões em 
muitas reacções, porém a adição destes pode resultar na formação de espécies reactivas de 
oxigénio (ROS, do inglês Reactive Oxygen Species). De modo a combater os danos causados 
pelas ROS os organismos desenvolveram defesas celulares, como é o caso de antioxidantes. 
É o desiquílibrio entre ROS e espécies antioxidantes que dá origem ao stress oxidativo [69]. 
 Um radical livre é uma espécie molecular que contém um electrão desemparelhado 
numa orbital atómica. São altamente reactivos, e podem doar um electrão ou extraír um 
electrão de outras moléculas, agindo como oxidantes ou redutores. Um antioxidante é definido 
como qualquer substância que, quando presente em concentrações inferiores em relação a um 
substrato oxidizável, atrasa significativamente ou inibe a oxidação desse substrato. O papel 
desses antioxidantes recai no scavenge de radicais e hidroxilo livres, com vista à prevenção de 
danos a componentes celulares que surgem como consequência de reacções químicas 
envolvendo esses radicais.  
Nos últimos anos tem vindo a tornar-se claro o papel que os radicais possuem no 
envelhecimento e outras doenças degenerativas, como cancro, doenças cardiovasculares, 
declínio do sistema imune e disfunção cerebral [70;71;72]. A formação de radicais ocorre por 
diversos mecanismos, tanto endógenos como ambientais (Figura 13). 
 
 
Figura 13 Principais fontes de radicais livres no corpo, e as consequências do dano oxidativo. Retirado de 
[70]. 
 
 A primeira defesa contra as ROS são os antioxidantes endógenos, que podem ser 
divididos entre enzimáticos e não enzimáticos, estando as suas acções apresentadas na Figura 
14. Quando a disponibilidade de antioxidantes é limitada, os danos começam a acumular-se, 
42 
resultando num stress oxidativo debilitante. Os antioxidantes são por isso críticos para manter 
o bem-estar geral [73]. 
 
 
 
Figura 14 Defesas antioxidantes contra radicais livres. Enzimas antioxidantes catalisam a degradação de 
radicais livres, usualmente no ambiente intracelular. As proteínas que se ligam a metais de transição 
previnem a interacção de metais de transição com peróxido de hidrogénio com formação de radicais 
hidroxilo. Os antioxidantes não enzimáticos, quebram a cadeia de reacção doando um electrão, reagindo 
com os radicais livres antes de haver danos a moléculas alvo. Retirado de [70]. 
 
I.4.1 Stress oxidativo e Doença de Alzheimer 
 
 Diversas patologias estão associadas, ou são exacerbadas, pelo stress oxidativo, 
sendo o cérebro bastante vulnerável a este, levando à neurodegeneração e morte celular. 
Embora seja controverso, alguns estudos apontam que suplementos com conteúdo 
antioxidante podem resultar numa desaceleração da deterioração em AD [74]. 
Existem diversos factores de risco que fazem do cérebro um alvo para danos 
oxidativos: Com efeito, este possui elevados níveis de ácidos gordos insaturados, vulneráveis a 
oxidação; consome elevados níveis de oxigénio (cerca de 20% do consumo de todo o corpo); 
os níveis de antioxidantes são baixos; e contém grandes concentrações de metais de 
transição, como Fe2+, que são catalisadores de danos oxidativos. O dano oxidativo ao DNA e 
proteínas ocorre continuamente, sendo a acumulação de proteínas oxidadas no cérebro 
considerada um hallmark do envelhecimento. Foi demonstrado que durante Deterioração 
Cognitiva Ligeira (MCI, do inglês Mild Cognitive Impairment), uma condição de transição antes 
de se atingir AD, o organismo já possui danos oxidativos no cérebro o que indica que estes 
serão um dos primeiros eventos da doença [61]. 
 Um resumo das potenciais ligações entre stress oxidativo e AD encontra-se 
apresentado na figura 15. 
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Figura 15 Mecanismos hipotéticos para a contribuição de stress oxidiativo na Doença de Alzheimer. 
Retirado de [75]. 
 
I.5 – Género Mentha 
 
I.5.1 – Fitognomia geral 
 
A Mentha é um género composto por 18 espécies e ainda 11 híbridos. São 
pertencentes à família das Lamiaceae, amplamente distribuída pela Europa, África, Ásia, 
Austrália e América do Norte. A palavra em latim mentha deriva do grego minthe: ninfa da 
mitologia grega que foi transformada nesta planta.  
Esta é uma planta aromática ervácea, de folha perene que cresce através de rizomas 
subterrâneos e ramos verticais. As folhas crescem em pares opostos, com formas variáveis de 
espécie em espécie, desde elípticas a lanceoladas, usualmente aveludadas, e com uma 
margem serrilhada. As flores são produzidas em agregados, sendo o fruto uma pequena 
cápsula que contém entre uma a quatro sementes. São cultivadas tanto para o uso em 
alimentação como para extracção dos seus óleos essenciais para usos médicos e aromáticos, 
sendo tradicionalmente utilizadas para tratar desordens gastrointestinais, embora o seu 
espectro de actividade seja muito maior [76]. 
 
I.5.2 – Uso terapêutico 
 
 As plantas são ricas em antioxidantes, agentes metabólicos que respondem à 
produção de radicais livres e outras espécies oxidantes. São um mecanismo de defesa contra 
o stress ambiental, ou stress promovido por toxinas de fungos e bactérias patogénicas [77]. 
 Membros da família Lamiaceae são uma fonte rica de compostos polifenólicos, como é 
o caso dos flavonóides, que usualmente possuem uma forte actividade antioxidante. Na infusão 
de mentha, foi sugerido que até 75% dos polifenóis presentes podem ser responsáveis pelas 
suas actividades fisiológicas [78]. As investigações nos estudos das actividades 
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antimicrobianas das plantas do género Mentha têm recaído em larga medida na acção dos 
seus óleos essenciais, com diversos estudos [3;50;52;79;80;81;82;83] a demonstrar a 
actividade anti-microbiana de diversas espécies, inclusivamente contra bactérias usualmente 
resistentes a antibióticos convencionais. Estes estudos reflectem, na generalidade, uma melhor 
acção dos óleos essenciais contra bactérias Gram-positivas, bactérias que são usualmente 
mais susceptíveis à inibição por óleos essenciais do que Gram-negativas, uma vez que estas 
últimas possuem uma membrana exterior hidrofilica que bloqueia a penetração dos óleos 
essenciais hidrofóbicos até à membrana celular [82]. 
Estudos que reflectem as propriedades dos extractos aquosos de plantas desta 
espécie são surpreendentemente raros, tendo em conta a popularidade das infusões de 
algumas destas espécies, e da sua utilização como medicinas tradicionais. 
 
I.5.3 – Fitoquímica do género Mentha 
 
 O género Mentha tem sido bastante estudado na sua composição, com uma particular 
relevância dada aos seus óleos essenciais, pois é nestes que recai o seu grande valor 
comercial. Os compostos maioritários nos óleos essenciais são muito variáveis, com Mentha x 
piperita possuíndo (-)-mentol (32%), (-)-mentona (31%), 1,8-cineolo (7%) e germacreno D (4%). 
Em Mentha pulegium encontra-se pulegona (48%) e mentona (41%) como compostos 
maioritários. Já Mentha spicata possui (-)-carvona (62%), (-)-limoneno (7%), dihidrocarvona 
(6%) e cienolo (5%) [67]. Mentha spicata é assim a espécie que possui uma maior 
concentração de monoterpenos C-2, e praticamente uma ausência de C-3, que são maioritários 
nas outras espécies [84]. 
Ao contrário do observado nos óleos essenciais, os extractos aquosos de diferentes 
variedades possuem uma forte correlação entre eles nos compostos encontrados, como pode 
ser observado na Tabela 1. 
 
Tabela 1 Quantidade de extracto obtido (Extract yield), Fenóis totais (Total phenols) e dados qualitativos e 
quantitativos de HPLC para os extractos aquosos de Mentha spp. Retirado de [85]. 
 
 
Além destes compostos, as espécies de Mentha possuem ainda certas vitaminas, β-
caroteno bem como α e γ tocoferóis e ácido ascórbico [3]. 
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I.5.3.1 – Terpenóides 
 
 Os terpenóides são a maior família de produtos naturais, com mais de 20.000 
compostos descritos. São metabolitos secundários que possuem diversos papéis funcionais 
nas plantas superiores, desde hormonas, pigmentos fotossintéticos, atractores para 
polinizadores e componentes estruturais de membranas. Muitos servem para comunicação e 
defesa, agindo como fitotoxinas, antibióticos e repelentes. Grande parte dos terpenóides são 
cíclicos, podendo ocorrer sob a forma de mono-, di-, tri- e tetraterpernóides (C10, C20, C30 e C40). 
 O mentol (C10H20O) é o monoterpenóide maioritário nos óleos essenciais de grande 
parte dos membros do género Mentha (40-90% óleo essencial de mentha x piperita). É um 
ingrediente muito usado em cosméticos e perfumes, no tratamento de picadas de insectos e 
como descongestionante em doenças como as constipações. A sua acção anti-tússica parece 
estar envolvida numa acção localizada nas vias respiratórias, por estímulo dos receptores de 
frio, o que se associa ao poder refrescante [86]. 
O óleo de Mentha spicata é muito rico em isómeros de limoneno (C10H16) e carvona 
(C10H14O), com este último composto a ser o seu maior constituinte. São ambos eficazes 
agentes anti-microbianos (nomeadamente a combater S. mutans), anti-fúngicos e repelentes 
de insectos, além de se referir na literatura actividades quimoprotectoras, por prevenção da 
interacção de carcinogéneos com o DNA, e indução de enzimas de fase I e II que destoxificam 
os carcinogénios do organismo [87;88]. 
O composto maioritário do óleo essencial de Mentha pulegium é a pulegona (C10H16O), 
um monoterpeno com um forte aroma, sendo muito utilizada em perfumaria e aromaterapia. A 
sua presença é considerada como a responsável máxima por um largo espectro de acção anti-
fúngica e antimicrobiana [89]. A pulegona tem, no entanto, marcados efeitos tóxicos no fígado e 
pulmões, causando convulsões em doses elevadas. Os metabolitos oxidativos da pulegona são 
considerados os principais responsáveis por esta toxicidade, como é o caso de mentofurano, 
que é depois oxidado por citocromos p450 até se tornar uma hepatoxina [90]. 
 
I.5.3.2 – Polifenóis 
 
 Os polifenóis constituem um dos grupos mais numerosos de substâncias no reino 
animal, com mais de 8000 estruturas conhecidas. Os polifenóis de plantas têm tido um especial 
relevo nas últimas décadas, devido à enorme quantidade de funções que desempenham. São 
um grupo de metabolitos secundários vitais para a fisiologia e morfologia da planta (como é o 
caso de pigmentação); e providenciam às plantas meios de resistência a patogénios e 
predadores – como fitoalexinas, ou aumentando a adstringência da planta, tornando-a 
incomestível. 
 Os polifenóis são ubíquos em todos os órgãos das plantas, sendo, por isso, uma parte 
integral da dieta humana. Até recentemente grande parte do interesse nutricional nos 
compostos fenólicos recaía nos seus efeitos perniciosos, devido à capacidade de certos 
polifenóis ligarem-se e induzirem a precipitação de macromoléculas, como proteínas da dieta, 
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glúcidos e enzimas digestivos. Recentemente, no entanto, o seu papel como antioxidantes e o 
seu potencial efeito benéfico na saúde humana têm vindo a ganhar relevo [91]. 
 Os polifenóis podem ser divididos em pelo menos 10 classes, dependendo da sua 
estrutura química (Tabela 2). São usualmente distinguidos pelo número de átomos de carbono 
constitutivos em conjunção com a estrutura do esqueleto base. No entanto, a complexidade 
estrutural é acrescida devido à ocorrência comum de certos fenóis como o-glucósidos, onde 
um ou mais dos grupos hidroxilo está ligado a um glúcido através duma ligação hemiacetal. 
Também ocorre por vezes a acilação de um dos glicósidos, onde um ou mais dos hidroxilos do 
glúcido é derivatizado com um ácido, como o acético ou ferrúlico [92]. 
 
Tabela 2 Diferentes classes de polifenóis, bem como a sua estrutura básica. Retirado de [61]. 
 
 
 Além da sua capacidade antioxidante, alguns polifenóis apresentam efeitos específicos 
a nível da saúde. Tem sido comprovado que os fenóis possuem actividade anti-microbiana, 
com acção inibitória de enzimas hidrolíticos (proteases e carbohidrolases), inibição de 
adesinas, e outras interacções menos específicas [93]. Outros estudos focaram-se na 
actividade antimicrobiana específica contra patogénios orais [94], ou na capacidade de inibição 
dos factores de virulência, como os glucosiltransferases [52;95]. É por isso de uma grande 
importância quantificar os fenóis disponíveis nas amostras em estudo. 
 
I.5.3.2.1 Flavonóides 
 
 Os flavonóides existem em grandes quantidades em frutos, vegetais e extractos de 
plantas, e têm tido bastante relevo nos últimos anos, graças a diversos estudos sugerirem que 
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estes compostos diminuem o risco de algumas formas de cancro [96], doenças crónicas [97] e 
neurodegenerativas [98]. 
São usualmente encontrados hidroxilados, metoxilados e/ou glicosilados (excepto 
catequinas). O glúcido de ligação mais comum é a glucose, embora galactose, ramnose e 
xilose também poderem ocorrer (bem como dissacáridos como rutose). Usualmente apenas um 
glúcido está presente, embora 2 ou 3 sejam possíveis. A glicosilação faz com que a molécula 
seja menos reactiva para radicais livres, e mais solúvel em água, podendo ser assim 
armazenada no vacúolo [61;99]. 
As variantes dos flavonóides estão divididos em 13 sub-classes e relacionados com 
uma via biossintética comum (Figura 16). 
 
 
Figura 16 Diferentes subclasses de flavonóides, e as suas interrelações. As setas indicam as principais 
vias biossintéticas. Retirado de [99]. 
 
Os flavonóides possuem uma estrutura comum, defenilpropanos (C6-C3-C6). São 
constituídos por 2 anéis aromáticos ligados por 3 átomos de carbono que formam usualmente 
um heterocíclo oxigenado. (Fig. 18) O anel A provém usualmente duma molécula de resorcinol 
ou floroglucinol, sintetizado na via de acetato, enquanto o anel B provém da via shikimate [91]. 
 
48 
 
Figura 17 Representação esquemática geral dum flavonóide. Retirado de [91]. 
 
 O mecanismo de acção antioxidante dos flavonóides envolve a doação de um átomo 
de hidrogénio e/ou um electrão para estabilizar a espécie radicalar. Estes compostos possuem 
uma química estrutural ideal para actividades de scavenge dos radicais livres, sendo mais 
eficientes do que vitaminas C e E. Além disso, a propensão para quelação de metais, em 
particular ferro e cobre, apoia o papel de polifenóis como antioxidantes preventivos na inibição 
da formação de radicais por catálise dos metais [99]. 
 
I.5.3.2.1.1 – Eriocitrina 
 
 A eriocitrina (eriodictiol 7-O-β-rutinósido) (Figura 18) é um flavonóide, da sub-classe 
das flavonas. Encontrado em grandes concentrações na casca de limão (a maior fonte natural 
de eriocitrina) [100], é, também, um composto de grande relevância no género Mentha, devido 
à extraodinária capacidade antioxidante, demonstrada inclusivamente in vivo com uma 
protecção da peroxidação lipídica em células do fígado em modelos de ratinhos [101]. 
 
 
Figura 18 Estrutura duma molécula de eriocitrina. Retirado de [III]. 
 
I.5.3.2.1.2 – Luteolina 
 
 A luteolina (Figura 19) é uma flavona muito disponível na dieta, que consegue inibir o 
crescimento tumoral e que possui uma excelente actividade antioxidante, a nível de quenching 
de ferro, resultando numa grande protecção contra a lipoperoxidação [102]. Foi também 
considerada o composto responsável pela inibição da inflamação e resposta alérgica e inibição 
de factor de tumor necrótico (TNF-α) num estudo realizado por Ueda [103]. 
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Figura 19 Estrutura duma molécula de luteolina. Retirado de [III]. 
 
I.5.3.2.2 Ácidos hidroxicinâmicos 
 
 Os ácidos hidroxicinâmicos são um grupo de polifenóis encontrados em diversos frutos, 
vegetais e cereais. São compostos que exibem uma boa capacidade antioxidante in vitro, e 
propriedades quimoprotectoras, que podem revelar efeitos benéficos in vivo. Hidroxicinamatos 
e diferrulatos estão usualmente presentes nas plantas, predominantemente em formas 
esterificas, ligadas a polímeros, ou a pequenas moléculas, como ácidos clorogénicos [104]. 
 
I.5.3.2.2.1 – Ácido Rosmarínico 
 
O ácido rosmarínico (Figura 20) é um éster de ácidos cafeico e 3,4-dihidroxifeniláctico, 
sendo um dos compostos fenólicos maioritários nas plantas do género Mentha. 
 
 
Figura 20 Estrutura molecular de ácido rosmarínico. Retirado de [III] 
 
Possui um elevado número de actividades biológicas, das quais se destacam o seu 
papel adstringente, antioxidante (possuíndo maior actividade do que Vitamina E), anti-
inflamatório (por inibição de lipoxigenases e cicloxigenases, e interferência com a cascada do 
complemento), antimutagénico, antibacteriano e antiviral (por exemplo contra Herpes simplex) 
[105]. Possui também actividade inibitória de diversos enzimas, como fosfolipase A2 de veneno 
de cobra [106], além de ter sido apontado como um componente com acção preventiva para o 
desenvolvimento de cancro [107]. 
50 
I.5.4 – Mentha x piperita 
 
A espécie Mentha x piperita L. (Lamiaceae) (Figura 21) conhecida usualmente por 
hortelã-pimenta, é um híbrido natural de Mentha aquatica L. e Mentha spicata L. É uma espécie 
nativa da região Mediterrânica, mas o seu cultivo foi propagado para todo o mundo [79]. A 
secagem é o método mais comum e fundamental para a preservação de plantas medicinais 
[108], sendo facilmente encontrado no mercado folhas secas desta espécie, para consumo em 
infusões. 
In vitro esta planta possui forte actividade anti-microbiana e antiviral, e forte acção anti-
oxidante e anti-tumor. Tem, ainda, algum potencial anti-alergénico. Estudos com modelos 
animais demonstraram que existem efeitos de relaxamento no tecido gastro-intestinal (GI), 
analgésicos e anestésicos no sistema nervoso central e periférico, acções imuno-modelatórias 
e potencial quimo-preventivo [3]. 
 
 
Figura 21 Representação de Mentha x piperita. Retirado de [IV] 
 
 Estudos quanto à sua toxicidade são contraditórios. Alguns investigadores mostraram 
actividades reveladoras de toxicidade [109], enquanto outros revelam uma defesa do fígado 
contra danos induzidos por metais pesados [110]. Estas diferenças deverão estar dependentes 
das variações de concentrações de pulegona entre diferentes cultivos da espécie [111]. 
 Foram já realizados muitos estudos para testar a actividade antibacteriana, larvicida e 
virucida de hortelã-pimenta, porém grande parte focou-se nas propriedades dos óleos 
essenciais e não no extracto aquoso. 
 
I.5.5 – Mentha spicata 
 
A Mentha spicata L. (Lamiaceae) (Figura 22) é uma espécie de mentha indígena de 
Europa e sudoeste de Ásia. As suas folhas são bastante utilizadas em infusões e na utilização 
de preparações em medicina tradicional. Os seus óleos são utilizados na indústria alimentar e 
farmacêutica. 
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Esta planta possui uma grande variedade de propriedades biológicas devido ao seu 
grande conteúdo de metabolitos secundários. Possui uma actividade anti-alérgica [112], anti-
plaquetária [113], anti-citotóxica [114], antioxidante, anti-inflamatórias, hemostáricas e 
analgésicas [115]. 
 
 
Figura 22 Representação de Mentha spicata. Retirado de [IV]. 
 
I.5.6 – Mentha pulegium 
 
A Mentha pulegium (Figura 23) é uma espécie de mentha, conhecida usualmente como 
poejo. As suas folhas esmagadas emitem uma fragrância muito forte, semelhante a Mentha 
spicata. Tradicionalmente é usada na culinária, como medicamento tradicional bem como 
abortivo. As partes aéreas de Mentha pulegium L. têm sido utilizadas tradicionalmente pelas 
suas actividades antissépticas, para tratamento de constipações, sinusite, cólera, intoxicação 
alimentar, bronquite e tuberculose; bem como actividades antiflatulente, carminativas, 
expectorante, diurética e antitússica [116]. 
 
 
Figura 23 Representação de Mentha pulegium. Retirado de wikipedia 
 
 Estudos nos óleos essenciais revelam actividades carminativas e antiespasmódicas, e 
possuem como composto maioritário nos óleos essenciais pulegona, de 25-92%, com cerca de 
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10% de isomentona [117]. No entanto, essa concentração elevada de pulegona, composto com 
elevada toxicidade, faz com que o seu óleo essencial seja bastante tóxico [90]. 
 
I.6 Metabolismo e Digestão de Polifenóis 
 
 O tracto gastrointestinal continua a ser o método mais utilizado para administração de 
fármacos, com muitos compostos a serem bem absorvidos, levando a uma concentração 
aceitável no plasma. A absorção através da parede instestinal é a barreira crítica a ser 
ultrapassada, tanto a nível fisico-químico como biológico [118]. 
Ainda pouco é conhecido sobre a absorção de polifenóis no tracto intestinal: se se 
mantêm em circulação após absorção e quais as consequências biológicas da sua presença. A 
sua absorção é, no entanto, conhecida indirectamente devido ao aumento da capacidade 
antioxidante do plasma após o consumo de alimentos ricos em polifenós [119]. 
Sabe-se que grande parte dos polifenóis é fracamente absorvido no intestino, sendo 
extensamente metabolizados por tecidos e microflora [120]. Virtualmente todos estes 
compostos são conjugados para formar O-glucorónidos, ésteres de sulfato e éteres O-
metilícos. Esta conjugação ocorre primeiramente nas células da mucosa intestinal, chegando 
depois ao fígado, onde são metabolizados mais extensamente. 
A absorção e o metabolismo de fenóis é determinada principalmente pela sua estrutura 
química, que depende de factores como o grau de glicosilação/acilação, a sua estrutura básica 
(derivados benzénicos ou de flavonas), a conjugação com outros fenóis, o peso molecular, 
lipofilicidade, o grau de polimerização e a sua solubilidade; além de factores fisiológicos como 
pH, permeabilidade membranar e metabolismo de primeira passagem [91;121]. 
Esta diferente susceptibilidade para digestão, fermentação e absorção no tracto 
gastrointestinal levaram a uma classificação dos polifenóis a nível nutricional, distinguindo entre 
polifenóis extraíveis e não-extraíveis. Os polifenóis extraíveis são compostos fenólicos com 
baixo ou intermédio peso molecular, que podem ser extraídos usando diferentes solventes 
(água, metanol, acetona), e incluem taninas hidrolizáveis e proantocianidinas. Polifenóis não 
extraíveis possuem um grande peso molecular, ou são fenóis que se ligam à fibra da dieta ou a 
proteínas, mantendo-se insolúveis no solvente Os polifenóis não-extraíveis aparecem em 
grandes quantidades nas fezes, enquanto os polifenóis extraíveis aparecem apenas em valores 
rudimentares.  
Isto sugere a falta de disponibilidade de alguns compostos polifenólicos, especialmente 
não-extraíveis. Os polifenóis não extraíveis que se ligam a proteínas ou fibras da dieta podem 
ser libertados sob condições específicas, tornando-se disponíveis para absorção, por exemplo, 
por acção de bactérias fermentativas do intestino delgado [91]. 
 As agliconas e outros compostos fenólicos simples, flavonóides e ácidos fenólicos 
podem ser absorvidos directamente a partir da mucosa do intestino delgado. A maioria dos 
polifenóis está, no entanto, presente na forma de ésteres, glicósidos ou polímeros, não sendo 
facilmente absorvidos na sua forma natural [61;91]. 
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I.6.1 Digestão gástrica 
 
 Os fenóis glicosilados necessitam de ser hidrolisados nas suas agliconas 
correspondentes antes da absorção. Uma vez que os mamíferos não possuem β-glicosidases, 
a hidrólise ocorre devido à acção do pH ácido do estômago, que leva à degradação de 
compostos oligoméricos nas suas unidades mais simples [121]. 
 
I.6.2 Digestão no intestino delgado 
 
 A absorção dos polifenóis a nível intestinal tem sido apontada como extremamente 
baixa, com uma explicação plausível para esse efeito recaíndo no facto dos polifenóis 
possuírem capacidade de se ligarem com outros alimentos, formando matrizes que agem como 
zonas tamponadas que protegem a oxidação total dos compostos [121]. 
 Diversos estudos têm vindo a mostrar, com uso de células intestinais, a transferência 
dos compostos fenólicos, com provável ocorrência de reacções de metabolização e conjugação 
[122;123;124]. Os mecanismos de fase II parecem ter diferentes afinidades para compostos 
com diferentes graus de metilação. Também se verificou que a sulfatação é, a baixas 
concentrações, a via preferencial de conjugação, e, com um aumento de concentração, a 
glucuronidação torna-se mais preponderante [104]. 
 A eliminação dos compostos após ingestão é bastante rápida. No ser humano, o pico 
pós-prandial é observado 1-2h após ingestão, excepto para compostos que necessitem de 
degradação pela microflora. A concentração plasmática começa depois a decrescer 
rapidamente, fazendo com que seja necessário uma ingestão contínua de polifenóis para que a 
concentração plasmática se mantenha elevada [61;120]. 
 
I.6.2.1 – Mimetização da barreira intestinal por células CACO-2 
 
 Para mimetizar com sucesso uma barreira biológica como a mucosa intestinal com um 
sistema de células in vitro, as propriedades da linha de células é de grande importância. Os 
modelos de cultura de células possuem grandes vantagens nos estudos de absorção. Com 
efeito, permitem avaliar rapidamente a permeabilidade dum fármaco, tornam possível estudar 
os mecanismos de absorção sob condições e proporcionam ainda a oportunidade de realizar 
os estudos em células humanas, minorando os custos e outras dificuldades associadas a 
estudos com animais. 
As células Caco-2, são linhas celulares epiteliais do adenocarcinoma do cólon humano. 
Estas células diferenciam-se em algo mais próximo de enterócitos do que colonócitos, tanto 
morfologicamente como bioquímicamente [121]. Após atingirem confluência conseguem criar 
domes e mimetizam o transporte iónico transepitelial, podendo diferenciar-se de forma a 
possuir uma brush border na superfície apical, além de tight-junctions celulares [118]. 
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As células Caco-2 em monocamada são semelhantes morfologicamente a células 
absortivas do intestino delgado, com muitas proteínas e funções encontradas no epitélio 
intestinal a serem mimetizadas em células Caco-2, como receptores para LDL, para insulina, 
catecolamina, transferrina e prostaglandinas, frutose e glucose, e também muitos dos eventos 
morfológicos e bioquímicos de células enterócitas humanas, incluindo a expressão de enzimas 
de fase I e fase II, como sulfotransferases (STs) de fenol e glucuronosil transferases (UGTs) 
[104;118;121]. A Figura 24 resume os diferentes mecanismos de acção metabolizantes desta 
linha celular em hidroxicinamatos, com mecanismos de fase I, como a de-esterificação e 
mecanismo de fase II, como a glucuronidação, sulfatação e O-metilação. 
 Células diferenciadas do tipo enterócito Caco-2 são assim um dos modelos in vitro 
mais utilizados para investigação dos eventos moleculares associados com o metabolismo do 
epitélio do intestino delgado, bem como da absorção de diversos xenobióticos como compostos 
farmacêuticos [133]. 
 
 
Figura 24 Resumo dos mecanismos do metabolismo por células Caco-2, exemplificado pela acção nos 
hidroxicinamatos. Certos compostos, como os ésteres metil-hidroxicinamatos, podem atravessar a 
membrana apical por difusão apical (↔); outros, como os ácidos hidroxicinâmicos, atravessam por acção 
de transportadores específicos. ( ). Encontram-se representados processos de de-esterificação extra- e 
intracelulares. No citosol ocorrem também metabolizações de fase II, por acção de enzimas 
glucuronosiltransferases (UGTs), sulfotransferases (STs) e catecol-O- metiltransferases (COMT). Retirado 
de [104]. 
 
I.6.3 Digestão no intestino grosso 
 
Como a taxa de absorção de polifenóis no intestino delgado é relativamente baixa (10-
20%), a maioria dos polifenóis ingeridos, incluíndo os absorvidos e conjugados nos enterócitos 
e/ou fígado que regressam ao lúmen, quer directamente, quer através da bílis, chegarão ao 
intestino grosso onde encontram a microflora do cólon [121], sendo hidrolizados pela microflora 
cecal, com libertação de agliconas livres. A fermentação bacteriana de glúcidos também liberta 
fenóis ligados a fibras metabolizadas [91]. 
 O cólon contém aproximadamente 1012 microrganismos/cm3, que posuem um imenso 
potencial hidrolítico e catalítico, resultando a degradação de polifenóis por essa microflora 
numa grande gama de novos metabolitos. As reacções catalizadas por estes microrganismos 
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incluem hidrólise, dehidroxilação, desmetilação, clivagem de anéis, descarboxilação e 
desconjugação rápida. A fermentação por parte da microflora tem um papel preponderante no 
metabolismo de muitos compostos polifenólicos, embora haja alguns, como as taninas 
insolúveis e condensadas, que não sofrem degradação alguma no tracto gastrointestinal [121]. 
No caso de glicósidos flavonóides não absorvidos na zona superior do tracto intestinal, 
são nesse local hidrolizados e a aglicona absorvida. Os glucorónidos excretados na bílis 
também podem ser hidrolizados pela microflora, e a resultante aglicona reabsorvida, entrando 
no ciclo enterohepático [120]. No cólon, as agliconas podem ser absorvidas a partir do epitélio, 
sendo metiladas ou conjugadas com ácido glucorónico ou sulfato no fígado [121]. 
 Assim, é de notar que a degradação e absorção dos polifenóis no tracto gastrointestinal 
depende não só da natureza do composto fenólico, mas também da microflora intestinal, cujo 
efeito fermentativo noutros componentes da dieta poderá vir a ser afectado. 
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Capítulo II – Procedimento experimental 
 
II.1 – Reagentes e solventes 
 
 Os ensaios biológicos foram realizados com células microbianas de S. sobrinus, estirpe 
4010 CECT, e de S. mutans, estirpe 479 CECT (Coleccion Española de Cultivos Tipo, lote 21-
10 1998), generosamente fornecidas pelo projecto: Project POCTI/CTM/56029. Foi preparado 
Brain Heart Infusion (BHI) de marca Fluka. Esse meio foi também suplementado (BHI-S) por 
adição de D-sacarose (Fluka), extracto de levedura (Difco) e L-cisteína (Sigma-Aldrich). 
 Neste trabalho foi também utilizado azida de sódio (Sigma-Aldrich), fluoreto de 
fenilmetanosulfonil (PMSF) (Sigma-Aldrich), 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (Sigma-Aldrich), 
reagente de Folin-Ciocalteu (Merck), pirogalol (Avalar), NaOH (Merck), sulfato de amónio 
(Panreac), desoxicolato de sódio (DOC) (Merck), ácido tricloroacético (TCA) (Riedel), carbonato 
de sódio (Merck), sulfato de cobre (Merck), tartarato de potássio (Merck) e dodecil sulfato de 
sódio (SDS) (Sigma-Aldrich). A proteína albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich) foi 
utilizada como padrão para quantificação proteica. 
Acetilcolinaesterase de raia eléctrica Torpedo california, acetilcolina iodada e ácido 
5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzóico) (DTNB) e o tampão HEPES (ácido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinaetanosulfónico) (50 mM, pH8.0) do ensaio foram todos adquiridos da marca Sigma-
Aldrich. 
 As plantas frescas são todas de natureza comercial, provenientes do Hipermercado 
Continente (possuindo essa mesma marca); a Hortelã-Pimenta seca é da marca Erva Pura. 
 Ácido rosmarínico (Sigma-Aldrich), ácido ferrúlico (Sigma-Aldrich), ácido clorogénico 
(Sigma-Aldrich) e ácido cafeico (Fluka) foram utilizados como padrão dos ensaios de HPLC. A 
água usada em HPLC foi purificada através do sistema MilliQ (Millipore, MA, USA), e o metanol 
foi de HPLC Grade (Fisher Science).Outros reagentes e solventes utilizados foram de grau 
analítico. 
 Pepsina de porco, pancreatina e β-glucoronidase de E.coli (Sigma Aldrich), foram 
utilizados para os ensaios digestivos in vitro. 
 A linha de células utilizada neste trabalho foi a linha celular epitelial do adenocarcinoma 
do cólon humano CACO-2. Meio DMEM suplementado com soro fetal bovino (FBS), L-
Glutamina, penicilina, estreptomicina e HBSS foram adquiridos da marca Lonza. 
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II.2 – Equipamento 
 
 A autoclavagaem foi realizada num autoclave Uniclave 88. Os ensaios com 
microrganismos foram realizados numa câmara de fluxo laminar Nuaire NU-201-230 (Laminar 
Flow Products). O crescimento bacteriano ocorreu numa estufa Asal a 37ºC, em frascos de 
vidro selados com rolhas de borracha (Belco Glass Inc.) As contagens celulares foram 
realizadas com utilização de um microscópio Olympus BX50 e de um hemacitómetro com 
câmara de Neubauer (Hirschmann Technocolor). 
As medições espectofotométricas foram realizadas num espectrofotómetro Shimadzu 
UV-160 A e num espectofotómetro JASCO V560 (Ubest). As medições espectofotométricas 
das microplacas foi realizado num Leitor de microplacas TECA Sunrise. A apresentação de 
ultra-sons foi realizada num aparelhoElma Transsonic T 460/H. 
 Na preparação dos extractos vegetais, procedeu-se à liofilização num liofilizador Heto 
Powerdry LL3000. Os estudos fitoquímicos foram efectuado num RP-HPLC-DAD (Reverse 
Phase-HPLC com um Diode Array Detector), num sistema de Cromatografia Líquida FinniganTM 
Surveyor ® Plus Modular LC equipado com uma coluna Purospher ® STAR RP-18 de Merck e 
software Xcalibur. 
As células Caco-2 foram postas a crescer numa estufa Shel Lab CO2 Series da 
Sheldon Mfg. Inc, e a sua manipulação foi realizada numa câmara de fluxo laminar ESCO. 
 
II.3 – Análise do Material Vegetal 
 
 Este trabalho apresenta um estudo das propriedades das espécies da família Mentha, 
incidindo-se na espécie híbrida Mentha x piperita, com nome comum de Hortelã-Pimenta; na 
Mentha pulegium, conhecida como Poejo e em duas espécies de Mentha Spicata, 
habitualmente denominada Hortelã-Verde ou Hortelã-Comum. Uma vez que não foi possível 
até então uma identificação das variedades de Mentha spicata em uso, atribuiu-se os nomes 
Mentha spicata e Mentha spicata X a cada uma das plantas. 
 
II.3.1 – Preparação de Extractos 
 
 A preparação do extracto aquoso foi realizada como descrito em Falé [125] com 
algumas modificações. Sumariamente, as folhas foram grosseiramente cortadas e adicionadas 
a água a ferver, numa razão de 10g/100mL, fervendo-se durante 15 minutos, e deixando-se em 
seguida repousar por 20 minutos. Em seguida, realizou-se uma filtração por vácuo e congelou-
se a amostra. Quando estava congelada, a amostra foi liofilizada, e armazenada em seguida 
num congelador. 
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II.3.2 – Determinação dos Fenóis Totais 
 
A determinação do teor de fenóis totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu, 
como descrito em Ivanova [126], com algumas modificações. 
Neste método, há uma redução química dos metais dos ácidos fosfomolíbdico e 
fosfotúngstico, que constituem o reagente de Folin-Ciocalteu. Os produtos da redução dos 
metais possuem uma cor azul que exibe um máximo de absorção a 765nm, e a sua 
intensidade é proporcional à quantidade de fenóis. 
O reagente de Folin foi diluído 1/10 em água desionizada. Uma curva padrão foi 
realizada com concentrações conhecidas de pirogalol (100-1000µg/mL). Foram então 
adiconados 200µL de pirogalol, chá numa concentração conhecida (1mg/mL), ou água 
destilada (branco) a 1mL do reagente de Folin diluído. A solução foi agitada, e deixada a 
repousar por 5 minutos, findos os quais se adicionou 0.8 mL de carbonato de sódio a 7.5%, de 
forma a garantir um meio alcalino, que fomenta a reacção. Após um período de incubação de 
30 minutos, mediu-se a absorvência a 760nm, e, através da recta de calibração, foram 
calculados os teores de fenóis nas diferentes amostras, com os resultados expressos em 
equivalentes de mg de pirogalol por mg de extracto seco. O ensaio foi realizado em triplicado 
para cada extracto. A equação obtida pela recta padrão está apresentada na Equação 1: 
 
0103.00090.0765 −= pirogalolAbs nm  
Equação 1 Equação da recta padrão para o cálculo do conteúdo de fenóis totais, realizada com 
concentrações crescentes de pirogalol 
 
II.3.3 – Análise da Composição dos Extractos por HPLC 
 
 A determinação dos constituintes químicos dos extractos aquosos das plantas foi 
realizada por RP-HPLC-DAD. A corrida de HPLC foi realizada com injecção de 25 µL de 
extracto em metanol, com utilização de um gradiente composto pelas soluções metanol e 0.5% 
ácido trifluoracético, nas proporções apresentadas na Tabela 3. 
 
Tabela 3 Gradiente utilizado nas corridas de HPLC para os extractos em estudo 
Tempo (min) Metanol (A) TFA (%) 
0 25 75 
20 80 20 
25 25 75 
 
A detecção foi feita entre 200 e 600 nm, por um sistema de detecção de fotoiodos, com 
um canal a 330 nm, pois neste comprimento de onda absorvem muitos dos compostos de 
interesse analítico. 
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II.4 – Análise da Actividade Biológica dos Extractos 
 
II.4.1 – Análise antiradicalar por reacção com DPPH 
 
 A quantificação das propriedades de scavenge de radicais foi observada pela redução 
de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), como descrito em Brand-Williams [127]. Esta molécula 
possui um electrão desemparelhado, e a doação de um hidrogénio leva à perda da sua 
absorção característica a 515nm. 
 A 1.5 mL duma solução metanólica de DPPH 0.02%, foram adicionados 15 µL de 
extracto aquoso, deixando depois incubar por 30 minutos. Ao fim do tempo de incubação, leu-
se a absorvência a 517 nm contra um ensaio em branco composto por metanol. Foi 
adicionalmente realizado um controlo com o mesmo procedimento, com adição do solvente do 
extracto, água destilada, e determinou-se assim a absorvência do DPPH. 
 Para cada extracto foram realizados ensaios em triplicado e em diversas 
concentrações. A extinção do DPPH foi calculada através da seguinte fórmula (Equação 2): 
 
( ) ( ) 100% ×−=
controlo
amostracontrolo
A
AAE  
Equação 2 Cálculo da percentagem de extinção do DPPH. E (%) – percentagem de exstinção de DPPH; 
Acontrolo – absorvência da reacção controlo; Aamostra – absorvência da reacção do ensaio. 
 
 A concentração de extracto aquoso para a qual se obteve 50% de inibição do DPPH 
(IC50) foi calculada através duma regressão gráfica da percentagem da inibição em função da 
concentração de extracto aquoso. 
 
II.4.2 – Material Microbiológico 
 
II.4.2.1 – Meio de Cultura 
 
Os microrganismos foram cultivados num sistema fechado com meio líquido. A 
saturação do meio nestas condições tornou necessário fazer transferências consecutivas para 
frascos com meio de cultura de células fresco. 
 O meio usado para o crescimento foi o meio BHI. É um meio complexo, de composição 
descrita na Tabela 4, sendo o seu pH final 7.4±0.2 (37  C). 
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Tabela 4 Composição do meio BHI 
Composição (g/L) 
Infusão de coração de boi 5 
Infusão de cérebro de borrego 12,5 
Dihidrogenofosfato de Sódio 2,5 
D (+) Glucose 2 
Peptona 10 
Cloreto de Sódio 5 
 
 A preparação deste meio foi realizada através da sua dissolução em água destilada, 
numa concentração de 37 g/L. O meio foi em seguida distribuído por frascos de anaerobiose, 
sendo posteriormente desarejado com azoto gasoso (N2). Para garantir as condições de 
anaerobiose, os frascos foram imediatamente selados com rolhas de borracha e fechados com 
cápsulas metálicas, de forma a ser possível a realização de uma esterilização no autoclave 
(120ºC, 20 min). O tempo de desarejamento variou com o volume de meio, nas proporções 
apresentadas na Tabela 5. Após preparado o meio, os meios de cultura foram inoculados com 
a suspensão de células desejada, numa concentração final de 10% (v/v), e colocadas a crescer 
numa estufa a 37ºC. 
 
Tabela 5 Tempo de desarejamento relativo aos diferentes volumes de meio 
Volume de meio 
(mL) 
Tempo de 
desarejamento 
(min) 
9 10 
45 30 
90 60 
 
Adicionalmente, para estudos de biofilme, e de forma a garantir o seu desenvolvimento, 
as células foram colocadas num meio previamente preparado, meio BHI-S, (BHI suplementado 
com 1% de D-sacarose, 0,5% de extracto de levedura e 0,05% de L-cisteína). 
 
II.4.2.2 – Conteúdo biológico 
 
O perfil de crescimento de culturas S. mutans e S. sobrinus em meio BHI ao longo do 
tempo, foi determinado através de leituras de absorvência a 630 nm (comprimento de onda 
padrão para a leitura de crescimento celular bacteriano) e por contagem celular. 
 O crescimento celular foi inicialmente feito em meio BHI. De hora a hora foi retirado 1 
mL de cultura de cada frasco, e medida a absorvência. Adicionalmente, 100 µL foram retirados 
para contagens celulares. 
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II.4.2.3 – Actividade antimicrobiana dos extractos 
 
 A determinação da actividade dos extractos na inibição do crescimento bacteriano foi 
realizada pela determinação da capacidade bacteriostática, sendo para isso determinada a 
concentração mínima inibitória MIC (Minimum Inhibitory Concentration). 
 De forma a determinar-se o MIC50 (MIC para inibição em 50%), utilizou-se o método de 
diluições sucessivas descrito por Cai [128], ligeiramente modificado. Culturas de células de S. 
Sobrinus e S. Mutans foram postas a crescer durante 18h em meio BHI, sendo depois a sua 
densidade óptica ajustada a 0.5 a 630 nm. Em seguida foram diluídas 1/10 nesse mesmo meio. 
Os extractos foram diluídos com meio de cultura para diferentes concentrações, de 
valores situados entre 0 e 8 mg/mL em microplacas estéreis, para um volume final de 100 µL 
em cada poço. A estes foram adicionados 100 µL de suspensão de células bacterianas. Um 
ensaio branco foi também realizado, com meio não inoculado. Um controlo positivo, sem 
extracto, e um negativo, sem inoculação, foram também preparados. Todos os ensaios foram 
realizados em triplicado. 
 As microplacas foram incubadas a 37ºC, durante 48h, em regime de anaerobiose 
mantido por saquetas AnaerogenTM, findo os quais, a densidade óptica da cultura foi medida 
por espectrofotometria a 630nm (Leitor de microplacas TECA Sunrise), ou contagem por 
utilização de uma câmara de Neubauer com hemacitómtero (Hirschmann Technocolor Neubar 
Improved).  
 
II.4.2.4 – Efeito dos Extractos nos Factores de Virulência 
 
II.4.2.4.1 – Inibição da formação do biofilme 
 
A acção dos extractos aquosos na formação de biofilme foi realizada in vitro, com 
inoculação de meio BHI suplementado com culturas de S. Mutans e S. Sobrinus, em frascos de 
vidro, numa proporção 1:10, e com diluições sucessivas dos extractos, para valores máximos 
de 10 mg/mL. Um controlo positivo, sem extracto, e um controlo negativo, sem inoculação, 
foram realizados para todos os ensaios. 
As culturas foram incubadas a 37ºC, em anaerobiose, por 48 horas. Após esse tempo, 
removeu-se as células em suspensão (planctónicas), e adicionou-se 1 mL de água destilada. 
As células de biofilme (sésseis) foram ressuspensas, com auxílio de ultra-sons, com três ciclos 
de 2 minutos, e pausa de 45 segundos, para libertação das células. 
A quantidade de células sésseis encontradas no biofilme foi observada por 
espectrofotometria a 630 nm, com todos os ensaios feitos em triplicado. 
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II.4.2.4.2 – Acção dos extractos no GTF extracelular 
 
II.4.2.4.2.1 Extracção da Glucosiltransferase Extracelular 
 
 O extracto bruto de GTF extracelular foi obtido como descrito por Koo [129]. 
Prepararou-se e autoclavou-se 900 mL de meio de cultura BHI, que foi inoculado com 
100 mL de suspensão celular de S. mutans ou S. sobrinus. O meio foi incubado em seguida 
por 18h, após as quais, se procedeu a uma centrifugação para remoção das células a 10000x 
g, a 4ºC por 30 minutos. Recolheu-se o sobrenadante, cujo pH foi ajustado para 6.8 com NaOH 
1M., e saturou-se o mesmo com 50% (m/v) de sulfato de amónio. Foi colocado sob agitação 1h 
a 4ºC, deixando-se em seguida em repouso por 1h a 4ºC. 
A utilização do sulfato de amónio faz com que muitas proteínas precipitem, num 
processo denominado salting out. A presença de muitos sais em solução leva a um grande 
aumento da força iónica, com consequente precipitação proteica. Diferentes proteínas 
possuem diferentes solubilidades em meios de alta força iónica, sendo por isso uma forma 
rápida de purificação. 
Após o repouso, procedeu-se a outra centrifugação, 10000x g e 4ºC, por 20 minutos, e 
dissolveu-se o precipitado num pequeno volume de tampão fosfatos (PBS, do inglês Phosphate 
Buffer Solution) 0.1 M (pH 6.0). Deixou-se a dialisar por 24h (mangas de diálise Sigma, 
tamanho do poro 12000 Da), contra PBS 0.001 M (pH 6.0), contendo 0.1 % azida de sódio e 
1mM fluoreto de fenil-metil-sulfonilo (PMSF) a 4ºC. A azida de sódio tem uma capacidade 
bacteriostática para bactérias gram-negativas, através da inibição do citocromo oxidase, O 
PMSF é adicionado devido à sua actividade anti-proteásica. 
 
II.4.2.4.2.2 Doseamento de GTF extracelular pelo Método de Lowry 
modificado 
 
 O método de Lowry é um dos métodos mais conhecidos para a determinação da 
quantidade de proteínas, e baseia-se na redução do reagente de Folin-Ciocalteau. Uma vez 
que este método apresenta uma baixa especificidade, devido à grande quantidade de 
interferentes, foi proposto por Peterson [130] a adição de desoxicolato de sódio (DOC) e ácido 
tricloroacético (TCA) de forma a precipitar as proteínas, eliminando os interferentes. 
Uma curva padrão foi realizada, por produção de diversas amostras de concentração 
diferente e conhecida de um padrão (entre 0-100 µg) proteico (BSA, Albumina do Soro Bovino), 
de forma a traçar-se uma curva de calibração, num volume final de 1 mL. O ensaio branco foi 
realizado com água em vez de BSA. Por sua vez, as amostras são realizadas de forma 
idêntica, com 300 µL de GTF adicionados a 700 µL de água. 
 A cada uma das fracções (amostra, branco, padrão) adicionou-se 0.1 mL duma solução 
DOC 0.15% (p/v), agitou-se e incubou-se 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente 
foi adicionado 0.1 mL duma solução TCA 72% (p/v) e voltou-se a agitar. Centrifugou-se 3000xg 
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por 15 minutos, após os quais foi removido o sobrenadante, e dissolveu-se o sedimento 
proteico em 1mL de água destilada.  
Adicionou-se 1 mL de uma solução 1:1:1:1 com CTC (cobre-tartarato-carbonato), 
NaOH 0.8M, SDS (dodecilsulfato de sódio) 10% (p/v) e água destilada, agitou-se e incubou-se 
10 minutos à temperatura ambiente. A solução CTC foi obtida por adição lenta e sob agitação 
de uma solução 20% (p/v) de carbonato de sódio a uma solução de sulfato de cobre-tartatato, 
para concentrações finais 0.1% (v/v) de sulfato de cobre pentahidratado; 0.2% (v/v) de tartarato 
de potássio e 10% carbonato de sódio. 
Adicionou-se 0.5 mL de do reagente Folin-Ciocalteau (Merck), diluído 1:6 em água 
destilada, e agitou-se. Aguardou-se 30 minutos e mediu-se a absorvência a 750 nm, contra o 
branco. 
 Os valores de concentração proteica foram calculados, através da equação da curva 
padrão, Equação 3: 
0262.00035.0 += xy  
Equação 3 Equação da recta padrão para quantificação enzimática, realizada com 
concentrações crescentes de BSA 
 
II.4.2.4.2.3 Efeito dos extractos na actividade de GTF extracelular 
 
 A potencial acção inibitória dos extractos na actividade enzimática foi determinada 
através da quantificação da formação de glucanos na presença de diferentes concentrações de 
extractos, num ensaio cuja metodologia foi previamente descrita por Ooshima [39]. 
 A reacção foi realizada com uma solução de sacarose 0.1M como substrato, 
homogenato de GTFs numa proporção 1:3, na presença de tampão PBS pH 6.0 e 0.01% de 
azida de sódio, com extractos em concentrações variáveis entre 0 e 5 mg/mL. Seguiu-se a 
reacção nos seus tempos iniciais, de forma a calcular a velocidade inicial da reacção, e, após 
uma incubação a 37ºC durante 18h, o glucano insolúvel produzido foi medido por 
espectrofotometria a 550 nm. Uma série paralela de misturas foi preparada de forma a 
contabilizar quaisquer erros provenientes da cor dos extractos, onde não foi adicionada 
sacarose. 
 A formação dos glucanos insolúveis em água foi expressa como percentagem 
(Equação 4). Todas as reacções foram realizadas em triplicado. 
 
100%
550
550 ×=
controloOD
amostraODformação
nm
nm
 
Equação 4 Cálculo da percentagem de formação de glucanos insolúveis. 
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II.4.2.4.3 – Acção dos extractos na produção de ácido pelas 
estirpes em estudo 
 
 A verificação da influência dos extractos nas propriedades acidogénicas das estirpes foi 
realizada tendo por base o método descrito por [39], com algumas alterações. Extractos 
aquosos das diferentes Mentha em estudo foram adicionados a tubos 13 x 150 mm (numa 
concentração final de 1, 2, 4 e 6 mg/mL), contendo 20 mL de meio BHI-S. 100 µL das culturas 
celulares de S. sobrinus ou S. mutans foram seguidamente inoculadas no meio, e incubadas a 
37ºC durante 18h, durante as quais 1 mL da cultura foi retirado periodicamente, e o seu pH 
determinado com um medidor de pH. Foi realizado um ensaio sem extracto, correspondendo a 
0 mg/mL, e todos os ensaios foram feitos em triplicado. 
 
II.4.3 – Inibição da Actividade de Acetilcolina Esterase pelos 
extractos de Mentha spp. 
 
 O método utilizado para quantificar a inibição de acetilcolina esterase foi o mesmo 
descrito por Falé [125]. O ensaio tem por base o método de Ellman [58], da degradação de 
acetilcolina pelo enzima acetilcolina esterase (AChE), sendo originado acetato e um tiol, 
tiocolina (TCh). Este último vai reagir com DTNB (ácido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzóico)), 
quebrando uma ponte persulfureto, com libertação de 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB), de 
coloração amarela e com um pico de absorvência a 405 nm. 
Adicionou-se numa microplaca 90 µL Tampão HEPES (50 mM; pH 8,0), 30 µL da 
amostra a analisar, 7.5 µL de solução de acetilcolina esterase (0.26 U/mL), e deixou-se incubar 
por 15 minutos. Seguidamente foram adicionados 22.5 µL de acetiltiocolina iodada, e 142µL de 
DTNB (Ácido Ditionitrobenzóico), e medida a absorvância a 405 nm de 30 em 30 segundos até 
se atingir o equilíbrio (240 segundos). 
 Uma reacção de controlo foi realizada com água em vez do extracto, sendo 
considerada como 100% de actividade. A percentagem de inibição foi assim calculada 
(Equação 5): 
 
( ) ( ) 100% ×−=
controlo
amostracontrolo
A
AAI  
Equação 5 Cálculo da percentagem de inibição da actividade de acetilcolina esterase. I(%) – 
percentagem de inibição do enzima; Acontrolo – absorvência da reacção controlo; Aamostra – absorvência da 
reacção do ensaio. 
 
 Os testes foram realizados em triplicado e, uma vez que podem surgir falsos positivos, 
devido a uma inibição da reacção entre tiocolina e DTNB, por alguns compostos dos extractos 
em estudo, foi realizado em paralelo um controlo sem enzima. 
 
66 
II.5 – Digestão e metabolização in vitro dos extractos aquosos 
de Mentha spp. 
 
Neste trabalho foram verificadas as alterações na composição dos extractos após 
serem apresentados aos sucos digestivos (gástrico e pancreático), ao enzima β-Glucoronidase 
de Escherichia Coli (E. coli) que se encontram a nível intestinal e a células do colo rectal 
CACO-2. 
 
II.5.1 Digestão de extractos de Mentha por suco gástrico artificial 
 
 O estudo da degradação dos extractos após serem apresentados a uma solução 
acídica de suco gástrico artificial foi realizada como descrito por Yamamoto [143]. A solução de 
suco gástrico foi obtida por adição de 200 mg NaCl a 2.4 mL HCl 0.1 M, para um volume final 
de 100 mL (pH 1.2), adicionando por fim pepsina, numa razão 3.2 mg pepsina/mL suco 
gástrico. 
 Adicionou-se a 2.5 mL de suco gástrico artificial o mesmo volume de extracto aquoso, 
sendo depois colocado num banho termostatizado a 37ºC. A concentração final das amostras 
foi de 10 mg/mL. 
 Foram realizados dois controlos, um deles onde ao suco gástrico foi unicamente 
adicionado água em vez de extracto, e um outro onde o extracto foi apresentado apenas ao 
tampão sem presença de pepsina. 
 De hora a hora, durante as 4 horas de ensaio, retirou-se 100 µL de mistura reaccional, 
sendo adicionado a 900 µL de metanol gelado para análise por HPLC, tendo sido retirado 
também uma amostra a tempo zero, ou seja, após se realizar a adição de extracto ao suco 
gástrico. Foram retirados também outros 700 µL da mistura reaccional para tubos eppendorf, 
que foram seguidamente congelados, de forma a serem utilizados posteriormente em ensaios 
de efeito inibitório de acetilcolina esterase. Cada ensaio foi realizado em triplicado. 
 
II.5.2 Digestão de extractos de Mentha por suco pancreático 
artificial 
 
 A degradação de compostos dos extractos por acção de suco pancreático foi também 
realizado de acordo com o método descrito por Yamamoto [131]. O suco pancreático artificial 
consistiu na adição de 250 mg de pancreatina em 10 mL de tampão K-fosfatos 
(dihidrogenofosfato de potássio) 50 mM, pH 8. 
 A 2.5 mL de suco pancreático artificial foram adicionados 2.5 mL de extracto aquoso, 
de concentração 10mg/mL, e a mistura reaccional foi mantida a 37ºC por acção dum banho 
térmico termostatizado. 
 Dois controlos foram realizados, um deles com suco pancreático e água em vez de 
extracto, e outro com extracto e tampão sem pancreatina. 
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 Durante as 4 horas do ensaio, foram retiradas amostras da mistura reaccional de hora 
a hora (incluíndo a tempo 0), sendo 100 µL adicionados a 900 µL de metanol gelado para 
análise por HPLC, e 700 µL guardados por congelação para estudos inibitórios de acetilcolina 
esterase. Cada ensaio foi realizado em triplicado. 
 
II.5.3 Digestão de extractos de Mentha spp. por β-Glucoronidase de 
E.coli 
 
 Este ensaio tentou averiguar se alguns dos compostos presentes nos extractos de 
Mentha em estudo estariam numa forma glucorinada, sendo hidrolisado por acção do enzima, 
sendo este método uma modificação do apresentado por Justino [132]. 
 Foram preparados 400 µL duma solução de β-glucuronidase de E-coli, com 5000 U/mL, 
em tampão K-fosfatos 10 mM, pH 7.4. Em seguida adicionou-se 400 µL das soluções 10mg/mL 
dos extractos em estudo. 
 Dois controlos foram também preparados, um contendo 400 µL de β-glucuronidase e o 
mesmo volume de água e outro constituído por 400 µL de extracto e 400 µL de tampão k-
fosfatos. 
Todas as solução preparadas foram colocadas num banho termostatizado a 37ºC, 
durante 1h. Após essa hora, recolheram-se as amostras e centrifugaram-se a 9000 rpm, 
durante 10 minutos. Recolheu-se o sobrenadante que foi analisado por HPLC e utilizado para 
determinar as actividades inibitórias de AChE. 
 
II.5.4 Metabolização de extractos de Mentha spp. por Células CACO-
2 
 
A apresentação de extracto a esta linha de células teve por vista a verificação de 
qualquer degradação do mesmo extracto, bem como perceber se este entrava para o interior 
das células, e se aí sofreria alguma metabolização. A entrada de compostos do extracto para 
as células Caco-2 equivale à passagem da primeira barreira do organismo, sendo crucial para 
que haja qualquer actividade biológica. 
Utilizou-se o método descrito por Kern [104], com algumas modificações. As células 
Caco-2 foram cultivadas em DMEM suplementado com 10% FBS (soro fetal bovino), 2 mM de 
L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 U/mL de estreptomicina.  
A linha de células foi mantida numa estufa a 37º C, com 5% de CO2. O meio de cultura 
(DMEM) foi trocado após as primeiras 72 horas e daí em diante a cada 48 horas, até ser 
realizado o ensaio. 
Para o ensaio da digestão, semearam-se células em placas trans-well com 0.9 cm2 de 
diâmetro na zona de crescimento celular, sendo mantidas durante 6 semanas, não se tendo 
atingindo uma confluência total celular. Findo este tempo, removeu-se o meio DMEM, e lavou-
se as células com 9mL de HBSS. Em seguida, foi adicionado 9mL HBSS com 1mg/mL de 
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extracto das diferentes Menthas em estudo. As células foram incubadas durante 4h, a 37ºC 
com 5% CO2 na atmosfera. 
A obtenção de amostras foi realizada nos intervalos de 0h, 1h e 4h, retirando-se 1 mL 
do meio para um Eppendorf, que sofreu em seguida centrifugação 9000 rpm por 10 minutos. 
Após o tempo de ensaio, o meio foi removido, e as células sofreram nova lavagem com 9mL de 
HBSS. Foram adicionados à cultura de células 2 mL duma solução 10% TFA, 90% MeOH, para 
forçar o rebentamento celular. Esse rebentamento foi auxiliado por uma raspagem mecânica 
com auxílio de uma pipeta. O sobrenadante foi recolhido e sujeito a ultra-sons por 10 
segundos, seguido de centrifugação a 9000 rpm por 10 minutos. 
Um ensaio controlo foi também realizado, sem extracto. Todos os ensaios foram 
realizados em triplicado e numa câmara de fluxo laminar Esco Class II Biohazard Safety. 
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Capítulo III – Tratamento e discussão de 
resultados 
 
III.1 Estudos da composição dos extractos de Mentha spp. 
 
 A determinação da composição dos extractos aquosos de Mentha spp. baseou-se no 
cálculo das concentrações totais de polifenóis em cada extracto e num estudo cromatográfico 
por HPLC-DAD. 
 
III.1.1 Teor fenólico total 
 
 A literatura revela uma predominância de polifenóis nos extractos aquosos das plantas 
em estudo, pelo que se revela importante a sua quantificação. Embora seja possível quantificar 
polifenóis por técnicas de NMR [133], os métodos colorimétricos continuam a ser muito 
utilizados, e, entre estes, o método de Folin-Ciocalteu é o melhor caracterizado, pelo que foi 
esse o escolhido de forma a ganhar-se conhecimento acerca da quantidade de fenóis totais 
presentes em cada um dos extractos. 
 A curva-padrão utilizada, e a obtenção dos valores de fenóis totais para cada extracto 
está apresentada em anexo (Anexo 1), com os resultados resumidos na Tabela 6. 
 
Tabela 6 Valores de fenóis totais para cada um dos extractos, obtidos através da curva de calibração com 
pirogalol 
Extracto 
Fenóis totais 
(µg PE/mg extracto seco) 
Mentha x piperita 
Seca 
67.86 ± 0.02 
Mentha x piperita 
Fresca 
177.64 ± 0.04 
Mentha pulegium 77.12 ± 0.02 
Mentha Spicata 78.99 ± 0.01 
Mentha Spicata X 118.24 ± 0.05 
 
De todas as plantas testadas, a Mentha x piperita fresca possui a maior percentagem 
de fenóis, 2x superior à mesma planta após secagem (178 µg/mg extracto contra 66 µg/mg 
extracto). A Mentha Spicata X obteve também um valor elevado, com 118 µg/mg, e as espécies 
Mentha pulegium e Mentha spicata obtiveram valores bastante semelhantes (77 µg/mg e 79 
µg/mg, respectivamente). É de referir que todos os valores se encontram na gama dos obtidos 
por Hosseinimehr [134] e Mata [68], que obtiveram 84 µg/mg para Mentha spicata; 57.9 µg/mg 
para Mentha pulegium. No caso da Mentha x piperita os valores que se obtiveram foram 
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inferiores aos apresentados por Dorman [85], cujo conteúdo fenólico foi determinado em 230.8 
µg/mg. 
 
III.1.2 Análise da composição dos extractos por HPLC 
 
 De forma a compreender na totalidade as diferenças na composição química dos 
extractos, foi realizada uma análise por RP-HPLC-DAD. A análise de compostos por RP-HPLC 
com colunas C18 é bastante utilizada em extractos alimentares devido à sua facilidade e 
rapidez, estando muitas vezes aliado a um detector UV-vis diode array detector (DAD). Com 
efeito, os compostos de interesse, como é o caso de compostos fenólicos e derivados do ácido 
cafeico, possuem uma forte absorvência na região UV do espectro. 
Os cromatogramas obtidos encontram-se nas figuras abaixo (Figura 25). Para melhor 
comparação todos os cromatogramas foram colocados num gráfico único (Figura 26). Neste 
mesmo ensaio foram obtidos os cromatogramas para os padrões utilizados neste trabalho: 
Ácido cafeico, ácido clorogénico, ácido ferrúlico e ácido rosmarínico. Os cromatogramas e 
respectivos espectros UV dos compostos-padrão encontram-se em anexo (Anexo 2). Os 
espectros UV dos compostos dos extractos referidos neste ponto, são também apresentados 
em anexo (Anexo 3). 
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Figura 25 Cromatogramas obtidos por RP-HPLC para cada uma das espécies analisadas neste trabalho. 
A – Mentha x piperita seca; B – Mentha x piperita fresca; C – Mentha pulegium; D – Mentha spicata; E – 
Mentha spicata x. 1 – Tr 4.71; 2 – Tr 7.1; 3 – Tr 13.1; 4 – Tr 14.0; 5 – Tr 14.7; 6 – Tr 9.9; 7 – Tr 11.9; 8 – 
Tr 10.9; 9 – 13.03 
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Figura 26 Sobreposição dos diferentes cromatogramas obtidos 
 
 Um primeiro aspecto a notar é o facto de ambos os extractos de Mentha x piperita 
possuírem praticamente os mesmos compostos, com o extracto de Mentha x piperita seca 
possuindo menos de metade da quantidade de compostos do extracto fresco, como se verifica 
pela intensidade (máximo de intensidade é de 160000 para Mentha x piperita fresca e pouco 
mais de 40000 para Mentha x piperita seca). 
 O primeiro pico observado, Pico 1, é considerado o pico de injecção do aparelho, não 
correspondendo a nenhum composto, mas antes ao eluente utilizado. Existe uma grande 
correlação entre os diferentes cromatogramas, como se pode verificar, tendo o mesmo 
composto maioritário, e os compostos 2 e 5 a aparecerem na generalidade dos 
cromatogramas. Existem pequenas diferenças a concentrarem-se em picos localizados entre 
os 10 e os 15 minutos. 
O aspecto mais claro da observação dos gráficos obtidos é que o composto maioritário 
(Pico 4) é o mesmo em cada extracto, possuíndo 60-70% da área total dos cromatogramas. O 
seu tempo de retenção (Rt), aproximadamente 14 minutos, e o seu espectro UV leva a concluir 
que ácido rosmarínico será o composto principal em todos os extractos. Nenhum dos outros 
compostos padrão foram identificados nos cromatogramas, pelo que se exclui a sua presença 
nos extractos em estudo. 
A Mentha x Piperita apresenta um único pico exclusivo para esta planta, pico 3, com 
um tempo de retenção muito semelhante ao de um composto encontrado na Mentha Spicata e 
na Mentha spicata X, mas cujo UV é bastante distinto (Figura 28). 
 Mentha pulegium possui dois picos minoritários que não se encontram nos outros 
extractos, picos 6 e 7, com uma intensidade 6.85 e 4.69, respectivamente. 
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 No extracto de Mentha spicata encontra-se um pico exclusivo para esta planta com 
uma maior relevância, o pico 8, de intensidade 22.22, e cujo espectro UV parece apontar para 
eriocitrina (Anexo 3). Possui um outro pico, pico 8, de intensidade 13.03, que aparenta ser 
luteolina (Figura 28). É, também, de todos os extractos, aquele que não apresenta uma 
quantidade apreciável do composto 5. Tanto eriocitrina, luteolina como ácido rosmarínico 
encontram-se entre os compostos identificados por Dorman [85] para esta planta. O extracto de 
Mentha spicata X possui semelhanças notáveis com Mentha spicata, havendo apenas 
variações em compostos extremamente minoritários e uma variação nas concentrações de 
eriocitrina e luteolina, que aparecem em muito menor quantidade do que os encontrados em 
Mentha spicata. 
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Figura 27 Comparação dos espectros observados neste ensaio, com o de luteolina. A – Espectro UV do 
composto 3, de Tempo de Retenção 13.1, encontrado nos extractos de Mentha x Piperita. B – Espectro 
UV de Mentha spicata (Esquerda) para o composto de Tr 13.01. C – espectro de luteolina, como 
apresentado em [135]. 
 
III.1.4 Principais Conclusões Deste Ponto 
 
 Este estudo preliminar leva a concluir que os compostos terão uma grande correlação 
entre si, devido à semelhança entre os cromatogramas, e quaisquer actividades biológicas dos 
extractos serão, em grande parte, devido à presença do ácido rosmarínico, composto que tem 
uma presença extraordinária em todos os extractos. No entanto, é de notar que as pequenas 
variações encontradas nos espectros das diferentes espécies podem originar acções biológicas 
distintas. 
Essas pequenas variações poderão ser, pelo menos em parte, responsáveis pelas 
consideráveis diferenças observadas na quantificação dos fenóis, não se podendo descurar 
assim a importância duma identificação de cada pico por MS (Mass spectrometry), muito 
A 
B 
C 
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embora a observação dos espectros UV revele desde já que muitos são derivados do ácido 
cafeico, devido ao seu espectro característico. 
 As variações nos conteúdos fenólicos podem ter provido ainda da presença de certos 
interferentes uma vez que como descrito em [136], além de reacções com fenóis, proteínas, 
tióis e muitas vitaminas são também reactivas com o reagente de Folin-Ciocalteu, com certos 
metais levando a um aumento da reactividade, podendo falsear os resultados. 
 
III.2 Estudos da actividade biológica 
 
 Neste trabalho realizou-se um estudo da actividade biológica de extractos aquosos de 
Mentha spp. Para tal, analisou-se a inibição do crescimento e de certos factores de virulência 
bacterianos, utilizando-se com este intuito duas estirpes usualmente associadas ao 
desenvolvimento de cáries (S. mutans e S. sobrinus). Estes ensaios pretendem corresponder à 
acção do consumo das infusões na dieta, na cavidade oral. Foram ainda determinados o 
potencial antioxidante dos extractos e a inibição do enzima acetilcolina esterase, um enzima 
ubíquo, e cuja alteração da sua acção poderá resultar em diversas acções biológicas, dentro 
das quais uma melhoria das condições de AD. 
 
III.2.1 Actividade antioxidante 
 
 A determinação do nível de antioxidantes de um dado extracto ganhou uma 
importância singular nestes últimos anos, com um sem número de estudos a revelarem a 
importância destes compostos para a saúde em geral. Neste trabalhou optou-se por utilizar o 
método colorimétrico de reacção com DPPH, pois este é um método sensível e bastante rápido 
de determinar a actividade antioxidante de scavenge de radicais, actividade que é usualmente 
associada com polifenóis. 
Os resultados obtidos para cada uma das espécies de Mentha estudadas são 
apresentadas na Tabela 7. As rectas que deram origem a esses valores de IC50 são 
apresentadas em anexo (Anexo 4). 
 
Tabela 7 Actividade antioxidante dos diferentes extractos de Mentha spp., apresentada como a inibição 
de 50% de DPPH 
Extracto 
IC50 DPPH 
(µg/mL) 
Mentha x piperita Seca 29.42 ± 0.42 
Mentha x piperita Fresca 32.09 ± 0.77 
Mentha pulegium 50.77 ± 1.62 
Mentha Spicata 16.36 ± 0.35 
Mentha Spicata X 59.80 ± 0.11 
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 É de notar que de todos os extractos, Mentha spicata possui o melhor perfil 
antioxidante, necessitando apenas de 16.82 µg/mL para inibir em 50% DPPH. Este é um valor 
semelhante ao apresentado anteriormente por Hosseinimehr [134], que obteve 15.7 µg/mL. 
 Os segundos melhores resultados são obtidos pelos extractos de Mentha x piperita 
seca e fresca, com o extracto de folhas secas apresentando um efeito ligeiramente superior 
(29.42 µg/mL para o extracto de folhas secas contra 32.09 µg/mL nas folhas frescas). A planta 
em estudo apresentou uma actividade ligeiramente melhor do que a apresentada em Neves 
[115], pois essa necessitou 49.0 µg/mL para a planta fresca. 
 Mentha pulegium obteve um valor de 50.77 µg/mL para a inibição de DPPH, valor 
bastante superior ao apresentado por Mata [68], 8.9 µg/mL. Por fim, Mentha Spicata X foi o 
extracto que apresentou menor capacidade para diminuir a presença do radical estável DPPH, 
necessitando 58.58 µg/mL. 
 
É de especial interesse salientar que não se consegue traçar uma correlação directa 
entre a quantidade de fenóis presente e a actividade antioxidante dos extractos. Embora o 
composto com maior conteúdo fenólico, tenha uma boa actividade antioxidante (Mentha x 
piperita fresca), o extracto com maior actividade antioxidante (Mentha spicata) não possuiu 
uma quantidade especialmente relevante de fenóis, quando em comparação directa com as 
outras espécies. Outro exemplo prende-se na Mentha spicata X, planta com menor actividade 
antioxidante, e que possuiu o segundo melhor valor em termos fenólicos. Isto revela que, 
embora a quantificação de fenóis seja útil, a correlação com o conteúdo antioxidante não é 
forçoso, visto que os diversos compostos polifenólicos podem possuir actividades antioxidantes 
bastante variáveis, além de reforçar a potencial presença de certos interferentes no estudo da 
quantificação dos compostos fenólicos. 
 
III.2.2 Estudos da inibição de virulência em S. sobrinus e S. mutans 
 
 Para além de um estudo focado na capacidade bacteriostática dos extractos, 
eliminando assim a fonte da virulência, foram realizados ensaios que se focaram na inibição da 
formação de biofilme em meio suplementado com sacarose, na inibição do enzima responsável 
pela formação dos glucanos que formam o biofilme (GTF) e também a capacidade acidogénica 
das estirpes. 
 
III.2.2.1 Actividade antimicrobiana de extractos de Mentha spp. 
 
 De forma a realizar-se um estudo da actividade antimicrobiana de qualquer composto, 
é necessário primeiramente definir os crescimento das estirpes em estudo. Para isso, uma 
curva de crescimento para cada uma das estirpes em estudo, S. sobrinus e S. mutans, foram 
realizadas, e os resultados estão apresentados no Anexo 5. 
75 
 Destas curvas consegue-se retirar que para ambas as estirpes, existe uma fase lag de 
aproximadamente 4 horas, seguida da fase exponencial até aproximadamente às 7 horas, 
quando se atinge a fase estacionária. Ambas as estirpes atingem, ao fim das 18 horas, uma 
densidade óptica a 630 nm muito próxima de 1.0 (1.038 para S. sobrinus e 0.976 para S. 
mutans). 
 Com a verificação do crescimento celular bacteriano, foi realizada em seguida a 
apresentação dos extractos aquosos às estirpes de S. Sobrinus e S. mutans, tendo por vista a 
verificação da susceptibilidade das bactérias aos ditos extractos. Os resultados do estudo são 
apresentados sob a forma de MIC50, a concentração mínima inibitória do crescimento 
bacteriano em 50% do seu valor. A utilização destes resultados é extremamente comum para 
estudos de inibição de crescimento bacteriano, muito embora os valores usualmente 
apresentados sejam os de MIC90, ou seja, da inibição em 90% do crescimento. 
 No entanto, nos ensaios realizados, não foi possível chegar-se aos valores de MIC90, 
pois para valores superiores de concentração dos extractos, tornava-se vísivel a precipitação 
dos extractos, o que impossibilitava as medições espectrofotométricas, e dificultava em larga 
medida as contagens microscópicas. Optou-se assim, por se apresentar os valores de 50% de 
inibição para os diferentes extractos, que estão resumidos na Tabela 8, com as curvas de 
inibição apresentadas em anexo (Anexo 6). Os resultados são apresentados através da 
percentagem de sobrevivência em função da concentração do extracto. 
 
 As estirpes estudadas demonstraram diferentes susceptibilidades para os diversos 
extractos, com algumas plantas tendo melhor actividade contra S. sobrinus – Mentha x piperita 
e Mentha pulegium, e outras contra S. mutans – Mentha spicata e Mentha spicata X. 
 Os extractos de Mentha x piperita apresentaram uma actividade moderada contra S. 
sobrinus, obtendo-se um MIC50 bastante semelhante (2.25 mg/mL para as folhas frescas e 2.41 
mg/mL para as secas). Existem no entanto certas diferenças na sua actividade, havendo na 
planta fresca um decréscimo da variabilidade dependente da concentração até 
aproximadamente 6 mg/mL, atingindo-se uma inibição de 80%. No caso do extracto seco não 
se verifica inibição para concentrações mais baixas do que 1 mg/mL, e após se atingir os 
valores de IC50, não se verifica melhor actividade inibitória aumentando a concentração. 
 A actividade contra S. mutans da planta fresca é relativamente promissora até 
aproximadamente 2mg/mL, após os quais há um rápido decréscimo da viabilidade celular, 
atingindo-se os 50% de inibição, de valor semelhante ao de S. sobrinus (2.68 mg/mL). No 
entanto, concentrações superiores não parecem revelar melhor actividade, até aos valores 
mais altos testados. As folhas secas, por sua vez, necessitaram do maior nível de 
concentração de todo o ensaio para atingir os 50% de inibição com S. mutans. Esta diferença 
poderá ser explicada devido aos extractos de folhas secas terem uma menor concentração 
generalizada dos compostos. 
 Mentha pulegium obteve a melhor actividade contra S. sobrinus, com 1.79 mg/mL, 
tendo um resultado médio para S. mutans, 2.35 mg/mL. Essa actividade contra S. mutans, não 
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se revela a concentrações muito baixas, com apenas 5% de inibição para 1.19 mg/mL de 
extracto. A actividade contra S. sobrinus parece apresentar diversos patamares de 
estabilização, com um decréscimo na viabilidade bastante evidente até 0.8 mg/mL, após o qual 
não há grande variação até se chegar próximo dos 2 mg/mL, quando se atinge o IC50. 
Mentha spicata, por sua vez, teve uma actividade abaixo da média contra S. sobrinus, 
2.90 mg/mL mas obteve a melhor actividade contra S. mutans, e o melhor resultado do ensaio, 
com 1.28 mg/mL. Essa actividade contra S. mutans, estabiliza bastante por volta de 1.5 mg/mL, 
a partir do qual o declive é muito baixo. 
O extracto de Mentha spicata X teve resultados dentro da média, com uma melhor 
actividade contra S. mutans do que contra S. sobrinus, com 2.20 mg/mL e 3.51 mg/mL, 
respectivamente. A actividade contra S. mutans parece bastante promissora em concentrações 
baixas, com 40% de inibição obtido com 1.42 mg/mL, não se justificando o uso de valores 
superiores, pois a diferença não será grande. Já em S. sobrinus, verifica-se um padrão de 
inibição semelhante ao já referido para muitos extractos, havendo um decréscimo até à inibição 
de IC50, seguido duma estabilização da actividade. 
 
Tabela 8 Concentração inibitória de 50% do crescimento bacteriano (MIC50) das estirpes S. sobrinus e S. 
mutans, pelos diferentes extractos de Mentha estudados 
Extracto 
S. sobrinus 
MIC50 (mg/mL) 
S. mutans 
MIC50 (mg/mL) 
Mentha x piperita Seca 2.42 ± 0.19 4.52 ± 0.89 
Mentha x piperita Fresca 2.25 ± 0.52 2.68 ± 0.83 
Mentha pulegium 1.79 ± 0.08 2.35 ± 0.24 
Mentha Spicata 2.90 ± 0.57 1.28 ± 0.08 
Mentha Spicata X 3.51 ± 0.53 2.20 ± 0.15 
 
 Estes resultados mostram um efeito modesto destes extractos na actividade 
bacteriostática, com valores obtidos semelhantes aos apresentados por Tsai [137] realizado 
com extractos de rosmaninho (Rosmarinus officinalis L.), uma planta da família das Lamiaceae, 
que possui também uma grande concentração de ácido rosmarínico, e que necessitou de 2 
mg/mL aproximadamente para 50% de inibição, valor semelhante ao que se observa neste 
estudo. Nesse mesmo estudo foi obtido um MIC90 da ordem dos 16 mg/mL, valor de 
concentração bastante superior ao que foi possível utilizar neste trabalho. Adicionalmente, os 
extractos apresentaram na sua generalidade uma melhor actividade do que o composto isolado 
ácido rosmarínico [138], que é o seu principal elemento. Isto poderá indicar uma acção 
sinergística deste composto com outros presentes nos extractos. 
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III.2.2.2 Inibição da formação de biofilme 
 
A capacidade de ambas as estirpes em estudo de aderir à superfície do dente e 
colonizá-lo com formação de um biofilme é um dos processos críticos de virulência, sendo o 
controlo do biofilme um dos passos para a prevenção das cáries e doenças periodontais. O 
efeito inibitório dos extractos estudados está resumido na Tabela 9, com as curvas de inibição 
apresentadas em anexo (Anexo 7). 
 De todos os extractos, Mentha spicata X apresentou a melhor actividade para ambas 
as estirpes, com uma inibição de 50% a ocorrer com 0.67 mg/mL para S. sobrinus e 0.83 
mg/mL para S. mutans. Em S. sobrinus continua a decrescer para 75% com apenas 1 mg/mL e 
com 4 mg/mL obtém-se 90% de inibição. No caso de S. Mutans, há uma menor actividade 
inibitória, e a 1mg/mL ocorre uma inibição de 60%, e 90% de inibição só será verificado com 
concentrações próximas de 4.5 mg/mL. 
Mentha x piperita teve a menor actividade do ensaio, com o extracto de planta fresca 
tendo resultados muito semelhantes em relação a ambas as espécies (4.81 mg/mL e 4.61 
mg/mL para S. sobrinus e S. mutans). A actividade do extracto de planta seca teve o resultado 
menos eficaz contra S. sobrinus, com um valor de inibição de 6.19 mg/mL. 
 Mentha pulegium e Mentha spicata tiveram resultados bastante semelhantes, com a 
segunda sendo ligeiramente mais activa na inibição do biofilme. Em ambos os ensaios com 
Mentha spicata, houve aos 4 mg/mL uma estabilização dos valores de inibição, atingindo-se 
um máximo de 80% de inibição. Os extractos de Mentha pulegium não tiveram qualquer 
actividade a baixas concentrações, 1 mg/mL para S. Sobrinus e 2.5 mg/mL para S. mutans. 
Para o estudo com S. sobrinus houve um patamar de estabilização, a aproximadamente 60% 
de inibição, entre os 2.5 mg/mL e os 4 mg/mL, atingindo-se 90% de inibição só no valor mais 
alto do ensaio a 5.5 mg/mL. No caso de S. Mutans após o patamar de concentração onde não 
ocorre inibição, existe um decréscimo muito rápido da formação de biofilme, com 90% de 
inibição ocorrendo a 4 mg/mL. 
 
Tabela 9 Efeito inibitório (50%) dos diferentes extractos de Mentha na formação de biofilme numa 
superfície de vidro por S. sobrinus e S. mutans 
Extracto 
Biofilme S. sobrinus 
IC50 (mg/mL) 
Biofilme S. mutans  
IC50 (mg/mL) 
Mentha x piperita 
Seca 
6.19 ± 0.23 4.65 ± 0.48 
Mentha x piperita 
Fresca 
4.81 ± 0.80 4.61 ± 0.51 
Mentha pulegium 2.96 ± 0.20 3.33 ± 0.25 
Mentha spicata 2.55 ± 0.32 2.81 ± 0.18 
Mentha spicata X 0.67 ± 0.04 0.83 ± 0.47 
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 Um ponto a denotar é o facto de, na generalidade, as plantas que apresentaram na 
actividade microbiana melhor actividade contra uma dada estirpe, possuem maior inibição para 
o biofilme da espécie contrária. Apenas Mentha pulegium apresenta uma melhor actividade 
contra o crescimento e biofilme de S. sobrinus. Estes resultados levam a crer que compostos 
com uma boa actividade antimicrobiana podem não apresentar uma actividade anti-biofilme 
semelhante. Assim, e embora seja natural que uma boa actividade bacteriostática leve a uma 
quebra da proliferação do biofilme, outros mecanismos de inibição da formação do biofilme, 
para além da diminuição do número de células viáveis estão presentes, como será o caso da 
inibição dos enzimas glucosiltransferase, ou mesmo disrupção da formação das cadeias de 
glucanos. 
 Quando se comparam os valores obtidos para inibição do biofilme, com os obtidos por 
Figueiredo [138] para composto ácido rosmarínico isolado, verifica-se que o composto isolado 
possui melhor actividade do que a generalidade dos extractos, com excepção de Mentha 
spicata X, visto que foi reportado um IC50 de 3.1 mg/mL e 1.3 mg/mL para a formação de 
biofilme das estirpes de S. sobrinus e S. mutans, respectivamente. 
 É também de referir que embora para alguns extractos as concentrações onde se 
verifica uma inibição relevante tenham sido mais elevados, mostrando uma menor actividade 
destes extractos, a exposição contínua de biofilmes em desenvolvimento ao extracto pode 
resultar numa inibição significativa da formação da placa ao longo do tempo, como já sugerido 
em [139]. 
 
III.2.2.3 Inibição da acção de GTF 
 
 A síntese de glucanos insolúveis adesivos a partir de sacarose por acção do enzima 
glucosiltransferase faz com que S. mutans e S. sobrinus possuam um papel principal no 
desenvolvimento de cáries, pois levam à adesão irreversível da superfície dentária. A inibição 
da formação destes glucanos é então uma estratégia plausível na prevenção de cáries. 
 De forma a confirmar-se que as estirpes em estudo produziam quantidades apreciáveis 
de enzimas glucosiltransferases livres foi realizado o doseamento proteico pelo método de 
Lowry modificado, cujos resultados se encontram no Anexo 8. Comprovada a eficácia da 
extracção proteica, foi seguida a inibição da formação de glucanos por enzimas 
glucosiltransferase devido à acção dos extractos de Mentha.  
 Os resultados compreendem a inibição da formação de glucanos totais, calculada pelo 
nível de glucanos presentes ao fim de 18 horas de incubação, e também a inibição da 
velocidade inicial do enzima, por cálculo das variações do declive na fase exponencial da 
formação de glucanos. Esta distinção foi realizada pois desta forma pode-se prever se existirá 
apenas uma inibição enzimática, ou se a presença do extracto no meio consegue interferir com 
as cadeias de glucanos, pelas mais variadas interacções, interferindo assim, não só na 
actividade do enzima como na estrutura dos glucanos e do biofilme quando este se começa a 
formar. 
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 Os resultados obtidos encontram-se  resumidos na Tabela 10, e os gráficos 
correspondentes deste ensaio estão apresentados em anexo (Anexo 9). 
 
Tabela 10 Inibição por parte de extractos de Mentha spp. de 50% da velocidade inicial e da produção de 
glucanos por parte de GTFs 
Extracto 
IC50 GTF 
S. Sobrinus 
(mg/mL) 
IC50  GTF 
S. Mutans 
(mg/mL) 
IC50  Formação de 
Glucanos finais 
S. Sobrinus 
(mg/mL) 
IC50  Formação de 
Glucanos finais 
S. Mutans 
(mg/mL) 
Mentha x piperita 
Seca 
3.43 ± 0.30 3.97 ± 0.28 1.62 ± 0.14 1.05 ± 0.08 
Mentha x piperita 
Fresca 
3.62 ± 0.22 3.37 ± 0.46 2.45 ± 0.35 1.63 ± 0.03 
Mentha pulegium 3.34± 0.40 1.89 ± 0.22 2.68 ± 0.53 1.82 ± 0.24 
Mentha spicata 3.04 ± 0.26 3.90 ± 0.55 2.39 ± 0.45 0.28 ± 0.09 
Mentha spicata X 0.45 ± 0.03 3.21 ± 0.63 0.53 ± 0.06 0.23 ± 0.02 
 
Quase todos os extractos tiveram uma actividade semelhante na inibição da velocidade 
inicial de GTF, necessitando de uma concentração de cerca de 3 mg/mL para obter uma 
inibição de 50% da acção enzimática. Existem, no entanto, duas excepções: Mentha pulegium 
que inibiu em 50% o enzima de S. mutans com 1.89 mg/mL, e Mentha spicata X que conseguiu 
inibir o enzima extraído de S. sobrinus com a apenas 0.45 mg/mL. Este último foi o melhor 
resultado de todo o ensaio, atingindo-se 70% de inibição com apenas 1 mg/mL, não se 
atingindo, contudo, os 90% de inibição obtidos na inibição da formação de biofilme. 
No ensaio de Mentha pulegium com S. sobrinus, a actividade a concentrações baixas 
parecia mais promissor, porém o seu efeito estabiliza aos 30% de inibição com 1mg/mL de 
extracto, sendo necessárias concentrações superiores a 2 mg/mL para ultrapassar essa fase. 
Também com Mentha spicata, e a mesma estirpe bacteriana, existe uma excelente actividade a 
concentrações baixas, com 40% de inibição a concentrações da ordem de 0.5 mg/mL, embora 
os valores de IC50 só se atinjam aos 3 mg/mL. 
 
Para todos os extractos em estudo a diminuição em 50% de glucanos formados 
ocorreu a uma concentração inferior à necessária para inibir o enzima, com excepção Mentha 
spicata X no estudo com S. sobrinus, que obteve sensivelmente o mesmo valor.  
Mentha spicata X possui também aqui os valores mais baixos do ensaio, necessitando 
sensivelmente de 0.45 mg/mL em S. sobrinus e apenas 0.23 mg/mL no estudo com S. mutans 
para inibir em 50% o conteúdo total de glucanos formados ao fim das 18 horas de ensaio. 
Obteve-se também um bom resultado com o extracto de Mentha spicata para a inibição da 
formação de glucanos do enzima extraído de S. mutans, com 0.28 mg/mL. 
 Numa grande parte destes resultados, verifica-se que se atinge um patamar de 
concentração máxima, a partir do qual o aumento de concentração de extracto não reflecte 
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uma maior inibição. Para as espécies de mentha x piperita esses valores são usualmente 1 
mg/mL, enquanto nas outras espécies, valores de 0.5 mg/mL de concentração parecem ser, na 
sua generalidade, os valores ideais para uma acção inibitória. 
A diferença de valores apresentados entre inibição enzimática e inibição dos glucanos 
finais formados, leva a concluir que a acção dos extractos aquosos conseguem diminuir o 
número de glucanos formados doutras formas além da inibição enzimática. Possivelmente os 
compostos do extracto podem também estar a interferir com a estabilidade das cadeias 
polissacarídias, aumentando a solubilidade e diminuindo o tamanho das cadeias. 
 A susceptibilidade da interferência de GTFs por extractos de plantas já tinha sido 
abordado por Koo [41], indicando que certos flavonóis e flavonas com ligações insaturadas em 
C-2 e C-3 devem reagir com um grupo de aminoácidos essenciais (como a cadeia lateral de 
um ácido aspártico) do enzima, havendo uma inibição bastante forte.  
 
 Uma comparação com os resultados obtidos por Figueiredo [138] para o ácido 
rosmarínico, levam a perceber que os extractos possuem uma actividade inibitória da formação 
de glucanos significativamente superior ao composto isolado. Este, obteve IC50 2.1 mg/mL para 
S. sobrinus e IC50 3.9 mg/mL para S. mutans, indicando valores 10x superiores aos obtidos 
para Mentha spicata X, o extracto com melhores resultados no ensaio. Um outro estudo, 
realizado por Tsai [137], com Rosmarinus officinallis apresentou uma inibição da formação de 
glucanos de S. sobrinus com um IC50, semelhante ao obtido por Mentha x piperita seca, mas 
bastante superior ao obtido por Mentha spicata X. 
 Os resultados encontrados, algo surpreendentemente, não se correlacionam totalmente 
com a inibição de biofilme realizados com a estirpes. Para o enzima retirado de S. sobrinus, a 
inibição de velocidade inicial foi concordante com os resultados obtidos no estudo do biofilme. 
No entanto, nas velocidades iniciais do enzima de S. mutans tanto Mentha pulegium como 
Mentha spicata obtiveram melhores resultados que Mentha spicata X, espécie que teve os 
melhores resultados na inibição da formação de biofilme para ambas as estirpes. 
A inibição da quantidade de glucanos formados também não teve correlação com os 
resultados do biofilme, muito embora Mentha spicata X tenha tido mais uma vez os melhores 
resultados para ambas as estirpes em estudo. Mentha x piperita obteve neste ensaios 
melhores resultados do que no biofilme (em particular Mentha x piperita seca, cuja actividade 
neste caso superou o extracto de Mentha x piperita fresca). Mentha pulegium teve, neste 
ensaio, os piores resultados relativamente às outras Menthas. 
 Esta disparidade entre ensaios feitos com células bacterianas e enzima purificado não 
é totalmente desprovida de sentido. A disponibilidade do enzima ao extracto quando se 
encontra purificado é diferente de quando está a ser libertado num meio complexo como é o da 
criação de um biofilme bacteriano, pois o próprio meio, quando há crescimento bacteriano, vai 
sofrendo morfologias de pH e variação de outros metabolitos que podem interagir com alguns 
compostos do extracto, fazendo variar os resultados. 
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III.2.2.4 Inibição da actividade acidogénica 
 
 Como já foi referido, a destruição do tecido dentário ocorre devido à libertação de ácido 
após uma acção fermentativa de bactérias colonizadoras da superfície dentária. A avaliação da 
acção dos extractos na variação do pH ao longo do crescimento bacteriano foi por isso 
seguida. 
 Este estudo foi realizado em duas ocasiões diferentes, o que levou a verificar-se uma 
diferença significativa na capacidade acidogénica das bactérias. Nos estudos realizados para 
os extractos de Mentha x piperita seca e fresca, o crescimento bacteriano atingiu uma 
densidade óptica de aproximadamente 1.0, valores semelhantes aos que já tinham sido 
reportados anteriormente. Por sua vez, nos ensaios srealizado com os extractos de Mentha 
pulegium, Mentha spicata e Mentha spicata X verificou-se um crescimento mais modesto, 
atingindo apenas uma densidade óptica de aproximadamente 0.75 ao fim das 24 h de ensaio 
(0. 76 para S. sobrinus e 0.71 para S. mutans). 
Esta variação no crescimento bacteriano reflectiu-se nas propriedades acidogénicas 
das colónias em estudo, atingindo-se no primeiro conjunto de estudos um patamar de pH 
bastante mais baixo (abaixo de 4.0) do que no segundo conjunto de ensaios (acima dos 5.0). 
Desta forma verificou-se que para os ensaios de maior crescimento, houve um decréscimo de 
pH de aproximadamente 3 unidades, enquanto nos outros o decréscimo manteve-se 
sensivelmente na ordem de 1.3 unidades. 
 Na literatura é referido por Banas [35], que a potencialidade de abaixamento do pH por 
parte destes organismos é bastante variável, e valores abaixo de 5.4 favorecerão a destruição 
do esmalte dentário. Nos primeiros ensaios verificaram-se valores bastante abaixo desse nível, 
enquanto nos ensaios posteriores, o valor de pH aproximou-se desse patamar referido. 
 Como se pode verificar nos gráficos obtidos, que se encontram no Anexo 10, existe um 
decréscimo do pH inicial nos ensaios onde foi adicionado extracto, com esse decréscimo a 
verificar-se duma forma dependente da concentração na maioria dos casos. A acidificação do 
meio pelo extracto, dever-se-á à forte presença de ácidos carboxílicos fracos, como é o caso 
do composto maioritário (ácido rosmarínico), e potencialmente alguns ácidos hidroxicinâmicos, 
como foi sugerido na análise por RT-HPLC-DAD. 
 Todavia, mesmo com essa acidificação inicial do meio, verificou-se, para alguns 
extractos, uma actividade inibitória da acção acidificante das estirpes bacterianas, resultando, 
no final do ensaio, num pH superior ao observado para as bactérias sem extracto. Para uma 
mais fácil disponibilidade dos resultados, estão apresentados na Figura 28, gráficos que 
relacionam a concentração de extracto com o pH final obtido. 
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Figura 28 Variação do pH final (ao fim de 24 horas de ensaio) com a concentração de extractos aquosos 
das diferentes espécies de Mentha spp. em estudo. A – Resultados obtidos com a estirpe S. sobrinus, 
para os extractos de Mentha x piperita seca e fresca. B – Resultados obtidos com a estirpe S. sobrinus, 
para os extractos de Mentha pulegium, Mentha spicata e Mentha spicata X. C – Resultados obtidos com a 
estirpe S. mutans, para os extractos de Mentha x piperita seca e fresca. D – Resultados obtidos com a 
estirpe S. mutans, para os extractos de Mentha pulegium, Mentha spicata e Mentha spicata X. 
 
 Os resultados obtidos nos primeiros ensaios demonstram uma maior acidogenicidade 
da estirpe S. sobrinus, porém nos ensaios subsequentes não foi possível verificar uma 
diferença entre o abaixamento de pH das duas estirpes. Estes estudos revelam quase 
uniformemente uma proporcionalidade directa entre os valores de pH e as concentrações de 
extracto utilizadas. 
Nos ensaios realizados com Mentha x piperita, verificou-se que Mentha x piperita seca 
obteve um pH superior ao de Mentha x piperita fresca, embora esse facto também se deva a 
uma menor acidificação do meio por parte deste extracto. A menor concentração de compostos 
verificado no estudo por HPLC deverá, como já dito acima, levar a uma menor acidificação, 
muito embora essa diminuição de compostos não interfira claramente com a inibição da 
capacidade acidogénica. Esta planta demonstrou uma melhor actividade inibitória da formação 
de ácido por parte de S. mutans, com Mentha x piperita seca a conseguir um aumento de 0.25 
unidades de pH e Mentha x piperita fresca 0.15 unidades de pH. 
Nos ensaios realizados com os outros extractos, foi demonstrado que Mentha pulegium 
não possui uma actividade inibitória relevante ao nível da produção de ácido pelas estirpes em 
estudo. Já Mentha spicata e Mentha spicata X demonstraram relativamente bons efeitos, tanto 
a nível de S. mutans como S. sobrinus, aumentando o pH praticamente em 0.2 unidades. 
Mentha spicata revela uma actividade bastante constante, obtendo um aumento de pH 0.2 para 
S. sobrinus e 0.18 para S. mutans; enquanto Mentha spicata X revelou uma melhor actividade 
contra S. sobrinus do que para S. mutans, obtendo o melhor resultado, com um aumento de 
0.25 unidades de pH para a primeira estirpe, mas apenas um aumento de pH de 0.15 para a 
segunda. 
A B 
C D 
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 Verifica-se assim por parte de alguns extractos alguma interferência da capacidade 
acidogénica das estirpes em estudo, em particular Mentha spicata e Mentha spicata X, mas 
também Mentha x piperita para a estirpe S. mutans. A variação de pH verificada, embora 
ténue, poderá ser muito importante para não se ultrapassar o valor de pH crítico, ao qual 
começa a haver dissolução do tecido dentário. 
Uma vez que se verificou um crescimento bacteriano semelhante na presença e na 
ausência de extracto, esta variação do valor de pH poderá dever-se a uma inibição da bomba 
de protões F-ATPase ou variação na permeabilidade da membrana celular, o que, segundo 
Koo [129], poderá levar a uma acidificação do citoplasma celular, perturbando a via glicolítica e 
a produção de ácidos pelas espécies em estudo.  
 
III.2.3 Inibição de acetilcolina esterase pelos extractos de Mentha 
spp. 
 
 Tendo por base a hipótese colinérgica, muitos estudos têm sido realizados na procura 
de inibidores de acetilcolina esterase, de forma a aumentar a concentração de acetilcolina na 
fenda sináptica.  
 Os extractos de Mentha deste estudo foram apresentados ao enzima AChE em 
diferentes concentrações, verificando-se em seguida os níveis de inibição. Das curvas de 
inibição obtidas (Anexo 11), extrapolou-se os valores de IC50, que estão resumidos na Tabela 
11. 
 
Tabela 11 Concentração necessária de cada extracto para inibição de 50% da actividade do enzima 
Acetilcolina esterase 
Extracto 
IC50 AChE  
(mg/mL) 
Mentha x piperita Seca 2.19 ± 0.19 
Mentha x piperita Fresca 1.93 ± 0.11 
Mentha pulegium 1.79 ± 0.06 
Mentha spicata 0.60 ± 0.08 
Mentha spicata X 1.30 ± 0.06 
 
 Os extractos de Mentha x piperita são os que possuem menor actividade inibitória, 
necessitando de valores próximos de 2 mg/mL para se verificar 50% de inibição. O extracto de 
Mentha pulegium também não possui uma actividade inibitória muito mais forte, tendo obtido 
1.79 mg/mL, valor também próximo do obtido pela Mentha spicata X, com 1.30 mg/mL. 
 De todas as plantas, Mentha spicata foi a que apresentou os melhores resultados, 
conseguindo inibir em 50% com uma concentração de 0.6 mg/mL. 
 Um estudo anterior [68], obteve valores semelhantes em extractos aquosos de Mentha 
spicata e Mentha pulegium, com 0.721 mg/mL e 1.581 mg/mL, respectivamente. 
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III.2.4 Conclusões principais 
 
 Estes estudos biológicos revelam pela primeira vez, a actividade anticariogénica e 
antiacetilcolinaesterase dos extractos aquosos de uma variedade de espécies Mentha, cujos 
extractos revelaram uma boa actividade biológica. 
 Embora haja algumas variações, a actividade bacteriostática é bastante semelhante 
para qualquer uma das plantas em estudo, revelando apenas uma actividade moderada, visto 
não se ter conseguido atingir os 90% de inibição até ao máximo das concentrações estudadas 
(6 mg/mL). Estas plantas agirão antes, a nível oral, na prevenção do desenvolvimento do 
biofilme. 
 As espécies Mentha spicata e Mentha spicata X, plantas com uma semelhança 
morfológica e fitoquímica notável, foram as que apresentaram, no geral, a melhor actividade 
biológica, em quase todos os níveis. Ambas foram as plantas que obtiveram mais 
consistentemente melhor resultados a nível da inibição da capacidade acidogénica. A primeira 
demonstrou ainda, uma melhor actividade a nível antioxidante e anti-acetilcolina esterase; 
enquanto a segunda revelou a melhor inibição do biofilme e enzima GTF, factores de virulência 
cariogénicos muito importantes para o desenvolvimento da doença. 
 
III.3 Digestão enzimática dos extractos. Metabolização e 
absorção preliminar dos extractos de Mentha sp. por células 
CACO-2 
 
Embora haja um extenso rol de estudos das diversas actividades de extractos de 
plantas in vitro, depois do consumo dos extractos, estes irão sofrer diversas modificações 
durante o tracto digestivo (Figura 29) sendo por isso necessário avaliar a actividade biológica 
final, que estará dependente da absorção, metabolização, distribuição e excreção dos 
compostos após ingestão [121]. 
 
 
Figura 29 Vias gerais que os compostos e os seus metabolitos percorrem no ser humano. As vias em 
estudo neste trabalho encontram-se ênfatizadas. Retirado de [120]. 
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 Uma compreensão dos processos envolvidos na metabolização durante a digestão, na 
absorção e na distribuição dos compostos é, assim, essencial, pelo que, foram realizados 
ensaios que mimetizam in vitro a digestão enzimática estomacal e intestinal, bem como a 
metabolização por células da parede intestinal e a absorção que ocorrerá nestas. Foi realizado 
também o ensaio da inibição da actividade de acetilcolina esterase com os extractos digeridos, 
para verificar se a sua digestão/metabolização afecta, de alguma forma, a actividade inibitória 
das amostras. 
 Estes estudos não se realizaram com extractos de Mentha x piperita seca, devido à sua 
constituição ser virtualmente idêntica ao de Mentha x piperita fresca, mas com uma menor 
concentração dos compostos, como foi verificado pelos estudos realizados com HPLC. 
Podem-se verificar pequenas diferenças nos cromatogramas obtidos neste ensaio e os 
que foram apresentados no ponto III.1.2. Por exemplo, no caso da Mentha spicata o pico de Tr 
14.7 não era visível, e neste estudo já se pode encontrá-lo, embora ainda numa concentração 
bastante minoritária. Esta discrepância era, no entanto, impossível de minimizar uma vez que 
novas plantas tiveram que ser adquiridas para produzir mais extracto, e, como já foi referido 
noutos estudos [140] há fortes variações na composição dos extractos ao longo do ano. 
Adicionalmente, o completo desconhecimento sobre o meio em que as plantas cresceram, ou 
mesmo se foram originárias do mesmo local, levam a uma míriade de possibilidades que 
podem causar estas mudanças, como variação do pH dos solos, da exposição ao sol, etc. 
 
III.3.1 Digestão enzimática dos extractos de Mentha spp. por suco 
gástrico 
 
 A mimetização do ambiente estomacal, com pH muito baixo e presença do enzima 
proteolítico pepsina, leva a uma acção de degradação de certos polímeros de polifenóis em 
monómeros [121]. Não houve, no entanto, grande actividade nos compostos constituintes dos 
extractos em estudo, não se verificando por isso uma variação significativa nas propriedades 
inibitórias para acetilcolinaesterase. 
Este é um resultado espectável, visto que, como foi indicado na análise anterior por 
HPLC, muitos dos compostos presentes são derivados do ácido cafeico, logo um pH acídico 
não causaria degradação. Os cromatogramas obtidos para cada extracto estão resumidos na 
Figura 30. Foi também realizado um controlo para cada composto, sem suco gástrico. Os 
cromatogramas e espectros UV dos compostos deste ensaio estão apresentados em Anexo 
(Anexo 12). 
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Figura 30 Variação nos cromatogramas ao longo do tempo obtidos por RT-HPLC dos diferentes extractos 
na presença de suco gástrico. Extractos: A – Mentha x piperita; B – Mentha pulegium; C – Mentha 
spicata; D – Mentha spicata X 
 
No caso de Mentha x piperita houve uma variação nos tempos de retenção de cada 
composto, com deslocação dos espectros para a direita, logo a partir da 1ª hora, possivelmente 
por um erro no aparelho. Nesse extracto, apenas compostos minoritários sofreram alguma 
diminuição relevante, enquanto o composto maioritário sofreu um ligeiro aumento. Os 
compostos minoritários que se degradaram foram 70% do composto 1, de Tempo de Retenção 
(Tr) 7.75 que passou duma percentagem de 0.16% para 0.05%. O composto 2, Tr 9.7, que no 
tempo 0 não era identificável aumentou ao longo do tempo, até às 4h ser 0.46% da área. Outro 
composto que aumenta ao longo do tempo foi o composto 6, Tr 22.3, que teve um aumento de 
2000%, de 0.04% para 0.84%. O composto 5, Tr 18.39, sofreu apenas uma degração 
espontânea ao longo do tempo (desaparecendo 47% da sua área inicial), como foi observado 
no controlo. 
 O extracto de Mentha pulegium foi o único dos estudados que teve uma diminuição de 
um composto com uma concentração relevante, o pico 4, que diminuiu 5%, de 13.89% para 
13.17%. O composto 8, teve um aumento de 65%, com uma passagem de 1.47% da área total 
para 2.42% ao fim de 4h. O composto com 7 aparece bastante aumentado ao fim da primeira 
hora, passando de 8.56% da área total para 11.56%, mas ao fim das 4h de ensaio, vai 
diminuindo para valores próximos do original, ficando com 8.43% ao fim de 4h. 
 O extracto de Mentha spicata não sofreu alterações significativas em nenhum 
composto neste ensaio. O mesmo aconteceu com Mentha spicata X. Embora alguns 
compostos tenham aumentado ligeiramente, picos 9 e 10, Tr 7.7 e 11.3, e outros tenham 
diminuído, picos 4 e 11, de Tr 14.68 e 16.31, essas variações, ocorreram também no controlo, 
na ausência de suco gástrico. 
 
3 3 
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A apresentação dos extractos digeridos ao enzima acetilcolinaesterase, nas 
concentrações determinadas anteriormente para IC50, não revelaram, como se esperava pela 
falta de alterações nos cromatogramas obtidos, diferenças na actividade. O resumo dos 
resultados encontram-se na Tabela 12 abaixo. 
Foi realizado para todos um extractos um controlo, onde o extracto não era 
apresentado ao suco digestivo. Houve também um ensaio branco, onde se verifica a inibição 
do suco digestivo sem presença de extracto. Esse branco teve uma actividade 
interferente/inibitória muito baixa, tendo sido esses valores retirados aos da inibição 
apresentados pelos extractos em suco gástrico. 
 Todos os controlos apresentaram uma maior actividade do que o extracto digerido. 
Porém, como nos estudos em HPLC não se verifica diferenças significativas entre controlo e 
extractos digeridos, esta variação poderá estar a ocorrer devido à diferença de pH, pois o 
extracto em controlo está ressuspendido em água, enquanto o extracto no ensaio encontrava-
se em suco gástrico, possuindo, enzimaticamente, a acetilcolinaesterase um pH óptimo entre 
7.5-8.0. 
 Para o extracto Mentha spicata X não são apresentados valores de controlo pois o 
extracto aquoso tinha uma coloração muito forte, resultando numa absorção a 405 nm que 
ultrapassava os limites de detecção do espectofotómetro disponível. 
 
Tabela 12 Efeito inibitório (50%) do enzima aceticolina esterase por acção dos diferentes extractos de 
Mentha após digestão por suco gástrico ao longo do tempo. Controlos realizados com extracto 
ressuspendido em água. A actividade do suco gástrico na ausência de extracto foi calculado e está 
apresentado como branco do ensaio 
Extracto 0h 1h 2h 3h 4h 
Mentha x 
piperita 45.11 ± 5.92 61.18 ± 6.01 50.47 ± 6.08 60.95 ± 1.82 54.58 ± 3.17 
Controlo 
Mentha x 
piperita 
65.88 ± 2.91 64.37 ± 15.26 65.12 ± 6.08 68.54 ± 6.65 60.77 ± 6.63 
 
     
Mentha 
pulegium 47.80 ± 7.04 55.73 ± 1.84 46.87 ± 7.00 50.2 ± 8.70 42.52 ± 2.90 
Controlo 
Mentha 
pulegium 
49.47 ± 7.04 60.13 ± 3.94 47.67 ± 13.79 52.42 ± 6.73 52.42 ± 5.5 
 
     
Mentha 
spicata 55.31 ± 3.1 51.88 ± 0.5 46.38 ± 2.35 51.19 ± 4.5 52.35 ± 5.01 
Controlo 
Mentha 
spicata 
69.54 ± 0.8 53.31 ± 0.29 50.83 ± 1.17 48.23 ± 1.79 63.59 ± 5.11 
 
     
Mentha 
spicata X 46.13 ± 5.30 57.06 ± 2.74 58.52 ± 1.42 56.45 ± 1.82 51.41 ± 1.38 
 
     
Branco 0.90 ± 2.54 2.80 ± 3.00 2.51 ± 2.13 5.44 ± 3.26 0.91 ± 3.75 
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III.3.2 Digestão enzimática dos extractos de Mentha spp. por suco 
pancreático 
 
 O suco pancreático, de pH básico, continha pancreatina, uma mistura proteica com 
acção lipática, amilática e proteática. A sua acção sobre os extractos de Mentha spp. também 
não foi muito eficaz na metabolização dos constituintes desses extractos, como se pode 
observar na Figura 31. Os cromatogramas e espectros UV dos compostos deste ensaio estão 
apresentados em Anexo (Anexo 13). 
 
 
Figura 31 Variação nos cromatogramas ao longo do tempo obtidos por RT-HPLC dos diferentes extractos 
na presença de suco pancreático. Extractos: A – Mentha x piperita; B – Mentha pulegium; C – Mentha 
spicata; D – Mentha spicata X 
 
Devido à aquisição duma nova planta o extracto de Mentha x piperita sofre aqui 
algumas alterações, como já tinha sido referido acima, obtendo três novos compostos – 2, 6 e 
7. Verifica-se que muitos picos, incluindo estes novos, variam a sua concentração na presença 
do suco pancreático, o que revela uma acção digestiva mais extensa por parte desse suco. No 
entanto, embora mais picos sejam afectados, as concentrações variam apenas tenuemente. O 
composto 1, de Tr 8.5, duplicou a sua área no fim das 4h, passando de 0.15% para 0.30%, 
embora no controlo, tenha ocorrido um aumento de 30% deste composto devido à degradação 
espontânea de outros compostos. O composto 2, de Tr 11.87, tem uma diminuição ligeira ao 
longo do tempo, tanto no controlo como no ensaio, em 35% em relação à sua área inicial de 
5.73%, tendo um peso final de 4.22%. O mesmo tipo de diminuição ténue ocorreu no composto 
3, Tr 13.16, e no ácido rosmarínico, pico 4, que perde 7.7% da sua área inicial, 45.42%. Dessa 
perda, 5% será atribuída a uma degradação não associada à acção do suco pancreático. O 
composto 5, é o composto mais afectado com esta digestão, sofrendo uma degradação de 
72% ao longo do tempo, desaparecendo praticamente esse pico, com 7.94% da área a tempo 
0h e apenas 1.53% ao fim de 4h. Os dois novos compostos, 6 e 7, sofrem alguma degradação 
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na presença do suco pancreático, no primeiro caso uma diminuição de 8%, e no segundo de 
apenas 3%. Este último sofre, no entanto, uma degradação espontânea semelhante na 
ausência do suco digestivo. 
 No caso de Mentha pulegium o composto 8, com Tr 10.52 sofre um aumento na 
ausência de suco pancreático na ordem dos 19% do seu valor inicial, mas esse aumento da 
sua presença é exacerbado para 31% na presença do suco digestivo, passando de 15.56% da 
área total para 20.5% ao fim das 4h. O ácido rosmarínico, teve neste ensaio um ligeiro 
aumento de 11% ao fim das 4h, passando de 38% para 42.5%. Esse aumento deve estar 
associado à degradação do composto 6, de 30% do seu valor inicial (sofrendo um decréscimo 
na percentagem de área de 29.4% para 20.3%). O composto 9, de Tr 16.5 sofre uma 
degradação de quase 95% na presença de suco (68% degrada-se na ausência do suco 
pancreático), desaparecendo praticamente ao fim das 4h, ficando com apenas 0.03% de área 
quando inicialmente tinha 0.51%. 
 O extracto de Mentha spicata, após ser apresentado ao suco pancreático, sofreu uma 
variação muito ténue, na eriocitrina (pico 10) e luteolina (pico 11). O ácido rosmarínico sofreu 
uma diminuição de 10-15% tanto a nível do controlo como do ensaio. O composto 5 sofreu 
também uma forte diminuição neste ensaio, passando de 4.64% para 0.43%, e o composto 12, 
de Tr 14.92, diminuiu cerca de 30% da sua presença inicial. 
 A digestão pancreática de Mentha spicata X resultou numa pequena diminuição de 
luteolina e ácido rosmarínico, que sofreram pequenas diminuições de apenas 5% da sua área, 
ao contrário do composto 5, cuja área inicial era de 7.08% e ao fim das 4h sofreu degradação 
quase total, para 0.69 
 
 Tal como foi observado no ensaio com o suco gástrico, as alterações que o suco 
pancreático causou nos extractos em estudo não se revelaram impeditivos da inibição (IC50) 
para o enzima acetilcolinaesterase, como se pode verificar na Tabela 13. Na generalidade dos 
casos, manteve-se também o facto dos controlos obterem valores algo superiores aos dos 
ensaios. Verificou-se também que, ou devido ao pH mais básico, ou pelas pequenas alterações 
que se verificaram na composição, os ensaios tiveram resultados superiores ao IC50, havendo 
um aumento generalizado dos valores de inibição após 1h de incubação com o suco 
pancreático. 
 
Tabela 13 Efeito inibitório (50%) do enzima aceticolina esterase por acção dos diferentes extractos de 
Mentha após digestão por suco pancreático ao longo do tempo. Controlos realizados com extracto 
ressuspendido em água. A actividade do suco gástrico na ausência de extracto foi calculado e está 
apresentado como branco do ensaio 
Extracto 0h 1h 2h 3h 4h 
Mentha x 
piperita 46.17 ± 2.67 53.73 ± 1.35 56.79 ± 2.59 54.48 ± 2.87 55.25 ± 1.90 
Controlo 
Mentha x 
piperita 
52.05 ± 1.31 61.69 ± 3.41 62.61 ± 2.05 61.17 ± 2.44 62.12 ± 2.13 
 
     
Mentha 
pulegium 50.72 ± 7.31 66.22 ± 0.23 62.25 ± 2.52 59.90 ± 6.75 47.31 ± 9.49 
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Controlo 
Mentha 
pulegium 
36.80 ± 16.21 53.50 ± 2.74 69.81 ± 4.45 46.16 ± 13.70 44.81 ± 8.30 
 
     
Mentha 
spicata 45.11 ± 5.92 68.54 ± 1.23 65.56 ± 4.11 60.95 ± 1.82 54.58 ± 3.17 
Controlo 
Mentha 
spicata 
65.88 ± 2.91 74.24 ± 15.26 65.12 ± 6.08 68.54 ± 6.65 69.87 ± 13.29 
 
     
Mentha 
spicata X 57.98 ± 7.85 63.56 ± 17.12 61.61 ± 6.87 66.24 ± 4.83 62.91 ± 9.11 
Controlo 
Mentha 
spicata X 
51.40 ± 3.69 74.62 ± 11.69 69.41 ± 1.35 77.60 ± 2.92 50.79 ± 9.11 
 
     
Branco 2.75 ± 1.21 1.90 ± 0.71 2.99 ± 1.44 3.97 ± 1.34 3.22 ± 1.55 
 
III.3.3 Digestão enzimática dos extractos de Mentha spp. por β-
Glucuronidase de E. coli 
 
 As bactérias colonizadoras do colón também possuem um papel activo na digestão dos 
alimentos. A produção de β-glucuronidase, por exemplo, pode levar à deglucuronidação de 
polifenóis após estes serem conjugados por células intestinais ou do fígado, e depois libertados 
como bílis, podendo ser reabsorvidos. Certos polifenóis encontram-se na forma de ácidos 
glucurónicos nas plantas, pelo que este ensaio indicará se algum composto é degradado por 
esses enzimas, o que será indicativo da presença de grupos glucurónido. 
Os cromatogramas obtidos para cada extracto são apresentados na Figura 32. Um 
controlo para cada composto foi também realizado, sem β-glucuronidase. Os cromatogramas e 
espectros UV dos compostos deste ensaio estão apresentados em Anexo (Anexo 14). 
Figura 32 Variação nos cromatogramas ao longo do tempo obtidos por RT-HPLC dos diferentes extractos 
na presença de β-Glucuronidase. Extractos: A – Mentha x piperita; B – Mentha pulegium; C – Mentha 
spicata; D – Mentha spicata X 
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 No ensaio realizado com Mentha x piperita o ácido rosmarínico, sofre um decréscimo 
da mesma ordem do que o verificado no controlo deste ensaio. O composto 2, de Tr 13.94 
sofreu um decréscimo em cerca de 35% da sua área, passando de 7.97% para 5.98%. A 
espécie 3, de Tr 19.68 desapareceu em mais de 30% por acção do enzima β-glucuronidase, 
verificando-se inicialmente com 1.87% da área, e ao fim de 1h com 1.28%. 
 Para Mentha pulegium há um decréscimo significativo da espécie 4, com Tr 11.97 em 
24%. O pico maioritário, sofre um pequeno decréscimo de 7% com o enzima β-glucuronidase, 
de 43% para 40.3%, enquanto no controlo houve na verdade um aumento de 1.5%. O pico 2, 
também sofre um decréscimo no ensaio, passando de 34% para 32%. Por fim, o composto 
minoritário 5, de Tr 17.9 sofre uma degradação ao fim de 1h de 40%, passando de 3.6% para 
2.2%, com pouco mais de 10% de degradação ocorrendo no controlo. 
 A acção de β-glucuronidase no extracto de Mentha spicata recaiu em apenas três 
compostos – 1, 2 e 6. O ácido rosmarínico teve um aumento de 6.5% da sua concentração, 
quando no controlo houve um pequeno decréscimo. O pico 2 sofre uma degradação muito 
extensa, desaparecendo praticamente com 1h de reacção, de 12.65% para 1%, degradação 
que só em pequena parte (-15%) ocorre naturalmente. O pico 6, de Tr 14.33, sofre uma 
degradação superior a 60% da sua concentração inicial, embora uma pequena parte dessa 
degradação (~15%) tenha ocorrido também no controlo. 
 Semelhante ao extracto anterior, Mentha spicata X sofreu um aumento de 4% do seu 
pico maioritário, quando no controlo houve um decréscimo. O composto 2 decresceu 70%, 
desaparecendo praticamente, ficando apenas 0.99% de 3.52% iniciais. 
 Independentemente do extracto analisado, o composto de Tr 13.6 sofreu uma grande 
degradação por parte do enzima, o que levará a pensar que esse será um composto 
glucuronado. Nos dois extractos onde sofreu uma metabolização mais extensa, houve um 
aumento da concentração de ácido rosmarínico, o que poderá pressupor que o composto 6 
poderá ser, ou ácido rosmarínico na forma glucuronada, ou pelo menos um ácido 
hidroxicinâmico muito semelhante ao ácido rosmarínico, que ao perder o seu conjugado, 
consegue levar ao aparecimento de ácido rosmarínico. 
 Embora as variações com a adição do enzima β-glucuronidase tenham sido mais 
extensas do que nas digestões pelos sucos, as alterações observadas não se reflectiram numa 
variação do IC50 para o enzima acetilcolinaesterase, como se pode verificar na Tabela 14. Isto 
revela que o composto de Tr 13.6 não será o principal responsável pela acção inibitória dos 
extractos. 
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Tabela 14 Efeito inibitório (50%) do enzima aceticolina esterase por acção dos diferentes extractos de 
Mentha após digestão pelo enzima β-Glucuronidase. Controlos realizados com extracto ressuspendido 
em água. A actividade do suco gástrico na ausência de extracto foi calculado e está apresentado como 
branco do ensaio 
Extracto 0h 1h 
Mentha x piperita 58.82 ± 2.67 69.56 ± 3.38 
Controlo Mentha x 
piperita 57.87 ± 2.04 61.39 ± 1.06 
 ± ± 
Mentha pulegium 62 ± 11.14 58.83 ± 9.34 
Controlo Mentha 
pulegium 41.57 ± 14.32 51.37 ± 8.7 
 ± ± 
Mentha spicata 60.58 ± 9.85 41.35 ± 11.03 
Controlo Mentha spicata 62.62 ± 6.35 49.35 ± 16.29 
 ± ± 
Mentha spicata X 57.98 ± 9.61 61.68 ± 2.81 
Controlo Mentha spicata 
X 57.55 ± 7.47 65.56 ± 0.21 
 ± ± 
Branco 1.56 ± 2.09 3.67 ± 0.32 
 
Uma análise por GC-MS daria, mais uma vez, uma melhor compreensão sobre todas 
as variações que ocorrem na digestão dos compostos, podendo-se compreender 
inclusivamente as possíveis relações entre compostos que diminuem e potenciais derivados 
seus que aumentam. 
 
III.3.4 Estudo preliminar do metabolismo e absorção dos compostos 
dos extractos de Mentha spp. por acção das células CACO-2 
 
 Como já foi discutido na introdução, as células CACO-2 mimetizam duma forma 
elegante a barreira intestinal, com o transporte e metabolização de diversos compostos, além 
de libertar enzimas que metabolizam o extracto antes de haver passagem para o interior do 
organismo. A apresentação do extracto das diversas Mentha em estudo, indicará se estes 
sofrem alguma metabolização no meio e se penetram no interior das células. 
 
 
Figura 33 Variação nos cromatogramas ao longo do tempo obtidos por RT-HPLC do controlo realizado 
por adição de HBSS à cultura celular Caco-2 
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Figura 34 Cromatograma obtido por RT-HPLC da lise celular do controlo realizado. 
 
Para além do estudo com os extractos, foi feito um controlo, onde às células foi apenas 
adicionado HBSS, de forma a compreender-se quais os picos cromatográficos do meio. Esse 
cromatograma é apresentado na Figura 33. Os picos situados entre Tr 9.0 e 13.0 sofrem uma 
diminuição ao longo do tempo, entrando possivelmente para o interior das células. Os 
espectros UV dos picos mais relevantes deste cromatograma encontram-se apresentados no 
Anexo 15. Esses picos serão ignorados na discussão posterior das variações observadas nos 
extractos, uma vez que, particularmente os picos de 1 e 2, foram detectados em quantidades 
apreciáveis em todos os ensaios, inclusivamente no interior celular.  
Nesse poço controlo as células foram também rebentadas, e o conteúdo celular foi 
também observado. Como se pode verificar na Figura 34, existe apenas um pico que ocorre 
em Tr relevante para o estudo. Embora se encontre num local muito próximo do Tr do 
composto maioritário (Tr 13.6), este composto não possui um espectro UV relevante, sendo 
facilmente distinguível de qualquer composto de interesse, como se pode ver no Anexo 16. 
Todos os espectros UV dos compostos metabolizados por acção das células CACO-2 estão 
apresentados nesse mesmo anexo (Anexo 16). 
 
Figura 35 Variação nos cromatogramas ao longo do tempo obtidos por RT-HPLC dos diferentes extractos 
durante a incubação com células Caco-2. A – Mentha x piperita; B – Mentha pulegium; C – Mentha 
spicata; D – Mentha spicata X 
 
94 
 O extracto de Mentha x piperita sofreu uma diminuição ligeira de todos os seus 
compostos maioritários ao ser apresentado às células Caco-2, como pode ser verificado na 
Figura 35 A. O composto 1 sofreu uma diminuição de 8%, passando de 11% para 10.15%, 
sendo que este valor foi atingido logo ao fim de 1h, não variando mais até ao final do ensaio. O 
pico maioritário passou de 53% da área total para 50.7% ao fim das 4 horas de ensaio. A 
espécie 3 desapareceu em 10% ao fim das 4h de incubação com células Caco-2, passando de 
2.68% para 2.4%. Os dois compostos que apenas surgiram nas novas amostras de Mentha x 
piperita, 4 e 5, também sofreram alterações na sua quantidade ao longo do tempo, perdendo 
15% da sua área ao fim das 4h, o que se traduz numa diminuição de 23.3% para 19.8%, e de 
3.1% para 2.6%. 
 O extracto de Mentha pulegium sofreu alterações mais severas do que Mentha x 
piperita. Aparece pela primeira vez um composto, pico 6, que aumenta de concentração ao 
longo do tempo do ensaio, verificando-se que existe realmente uma metabolização extracelular 
nesta linha de células. Esse composto está presente em quantidades mínimas no início do 
ensaio, com apenas 0.52% da área total, mas ao fim das 4h o seu pico possui 4.52% da área 
total. O ácido rosmarínico sofre aqui uma forte metabolização, perdendo 20%, enquanto o pico 
8 aparece muito aumentado ao fim da primeira hora do ensaio. No entanto, em todos os 
estudos anteriores este composto tinha uma concentração bastante relevante no extracto de 
Mentha pulegium, semelhante ao encontrado na 1ª e 4ª horas de ensaio. Também o pico 8 
aumenta, de 0.7% para 2.9% ao fim de 1h, no entanto o seu valor decresce para 2.1% até ao 
fim do ensaio. 
 Mentha spicata sofreu pequenas diminuições nos seus compostos maioritários. A 
eriocitrina, pico 9,  passou de 20.79% a 18.7%, o que se traduz por uma diminuição de 10%. O 
pico de luteolina decresceu um pouco mais de 20%, obtendo a percentagem de área final de 
9.47%, tendo inicialmente 11.52%. O composto maioritário sofreu uma diminuição equivalente 
ao verificado nos outros extractos, e o composto 3 não sofreu grandes variações, 
possivelmente devido a encontrar-se apenas em quantidades residuais. 
 Por fim, Mentha spicata X, cujo espectro aqui se revela praticamente idêntico ao de 
Mentha spicata, sofreu variações muito semelhantes. Eriocitrina encontra-se, como já tem sido 
referido, em concentrações inferiores, com apenas 12.85% da área total ao tempo 0h, e no final 
do ensaio ainda se verificava 12% do composto. O pico de luteolina sofre um decréscimo de 
15%, passando de 8.17% para 7.23%. Ao contrário do que se verificou no ensaio com Mentha 
spicata, após 1h de ensaio o ácido rosmarínico, não tinha sofrido um decréscimo significativo 
(apenas 0.8%), embora no final do ensaio tenha sofrido uma degradação equivalente ao dos 
outros ensaios, passando de 65% para 58%, um decréscimo de 12% 
 
 Os cromatogramas representativos dos compostos encontrados no interior das células 
Caco-2, encontram-se congregados na Figura 36. Como se pode verificar, nesses 
cromatogramas existe muitas vezes uma disparidade entre a quantidade de compostos nos 
triplicados realizados. Uma vez que não se conseguiu atingir confluência total das células, 
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poços que possuíssem grandes zonas sem células, deixariam facilmente atravessar os 
compostos do extracto, ficando menos disponíveis para as células. 
 
Figura 36 Cromatograma dos compostos intracelulares após ruptura das células Caco-2, pós-ensaio. A – 
Mentha x piperita; B – Mentha pulegium; C – Mentha spicata; D – Mentha spicata X 
 
 Como é visível na Figura 36 acima, os compostos que se apresentam no interior das 
células são sempre equivalentes, independentemente do extracto utilizado. O espectro UV dos 
compostos estão apresentados em Anexo (Anexo 17). Uma vez que os extractos são do 
mesmo género, e partilham entre si grande parte dos seus compostos maioritários, este 
resultado não é de todo surpreendente. 
 No interior das células Caco-2 após as 4h de ensaio são encontrados muito poucos 
compostos. O pico maioritário, pico 1, não tem equivalente no extracto, nem tem espectro UV 
reconhecível. Também o composto 3 tem um espectro que não se correlaciona com qualquer 
composto do extracto, podendo estes ser compostos internos das células. 
Ocorre um pico, pico 2, que poderá ser indicativo da entrada do ácido rosmarínico ou 
do composto adjacente, pois possui um Tr muito semelhante ao destes compostos (Tr 13.9). 
Contudo, devido à quantidade diminuta que entrou, o espectro UV tem muito baixa resolução, 
não sendo possível confirmar com toda a certeza ser a mesma espécie. Para o extracto de 
Mentha spicata apareceu um outro composto, pico 4, com Tr 11.92,  e cujo espectro também 
se encontra pouco definido. Como referido anteriormente, as espécies Mentha spicata e 
Mentha spicata X possuem uma grande semelhança nos seus cromatogramas, no entanto no 
ensaio com esta última esse pico não foi identificado. É possível que este composto esteja 
relacionado com eriocitrina, pois esse encontra-se numa proporção muito maior em Mentha 
spicata. Mentha spicata X foi o único extracto cuja presença do pico 2 é apenas em 
concentrações muito residuais. 
A diminuição de muitos compostos dos extractos, verificado nos cromatogramas dos 
meios, aliado à sua ausência no interior celular, pode indicar uma metabolização predominante 
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dos compostos, ou, uma vez que a diminuição dos picos também não foi muito extensa, a sua 
entrada mas em valores abaixo da sensibilidade do aparelho.  
Possivelmente, um estudo prévio da toxicidade dos extractos, para confirmar quais os 
níveis máximos que se podem adicionar de modo a ter-se uma maior concentração de 
extractos no meio será necessário futuramente. 
 
III.4 Principais conclusões 
 
 Os extractos em estudo apresentam, no geral, uma semelhança notável entre si, muito 
embora as variações observadas sejam suficientes para se verificarem diferenças tanto na 
acção biológica, como a nível da quantificação dos fenóis. 
 Os estudos apresentados da digestão, metabolismo e parcial absorção dos extractos 
de Mentha spp., revelam que grande parte dos compostos não sofrem qualquer alteração no 
tracto digestivo, sendo provável a sua excreção. Adicionalmente, a quantidade de compostos 
que são absorvidos pelas células endoteliais será também residual, pelo menos na 
concentração estudada, sendo apenas estimada a presença do composto maioritário e de 
poucos outros compostos. 
Resta saber se, com um aumento de concentração um maior nível de compostos é 
observado, e ainda se os compostos conseguem passar para o interior do organismo, que não 
foi possível estudar por falta de confluência celular. 
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Capítulo IV – Conclusões 
 
 Neste estudo testou-se uma multiplicidade de efeitos biológicos por parte de extractos 
aquosos de quatro espécies de Lamiaceae, do género Mentha. Até agora são muito escassos 
os estudos realizados com extractos aquosos desta planta, muito embora estas plantas sejam 
reconhecidas como excelentes agentes terapêuticos tradicionais. 
 As espécies em estudo possuem uma composição bastante similar, como verificado 
pelos estudos em HPLC, com o mesmo composto maioritário, ácido rosmarínico, 
compreendendo 60-70% da concentração total de compostos, e muitos compostos 
pertencendo a ácidos hidroxicinâmicos, como se verifica pelos espectros UV. Todavia os 
efeitos biológicos dos extractos variam consideravelmente de espécie para espécie, o que 
poderá indicar que certos compostos, mesmo em concentrações minoritárias, terão efeitos 
marcantes em certas actividades, mas também que outros compostos que se encontram nos 
extractos, como será o caso de iões metálicos, e que não foram estudados podem revelar uma 
acção biológica. 
 Mentha spicata, composto que possui uma relevante concentração de luteolina e 
eriocitrina, teve um excelente papel antiradicalar e actividade inibitória de acetilcolina esterase, 
possuindo também a melhor actividade inibitória para S. mutans. A sua espécie mais próxima, 
Mentha spicata X, embora partilhasse uma semelhança notável nos compostos constituintes, 
variando apenas nalguns compostos resíduais e na concentração geral dos compostos, teve 
actividades marcadamente diferentes, revelando-se uma excelente inibidora de GTF e da 
formação de biofilmes. Foram também estas, as espécies que tiveram um resultado mais 
consistente na inibição da acidogénese de ambas as estirpes em estudo, conseguindo 
aumentar em cerca de 0.20 o pH. 
 Já Mentha pulegium teve a melhor actividade a nível bacteriostático para S. sobrinus e 
a nível da inibição do enzima GTF de S. mutans. Mentha x piperita é a planta com maior 
quantidade de fenóis, e, embora esses compostos sejam muitas vezes apontados como 
agentes biológicos muito relevantes, não se verificou uma excelência particular desta planta em 
nenhum dos ensaios realizados. 
Estas plantas não revelaram efeitos extraodinários a nível da inibição do crescimento 
bacteriano, com concentrações relativamente elevadas (6 mg/mL) a não inibirem 
significativamente mais do que concentrações moderadas (2-3 mg/mL). Todavia, o crescimento 
foi interrompido em 50%, e, uma vez que não existe qualquer informação literária sobre 
toxicidade destes extractos aquosos (os compostos tóxicos são extraídos usualmente nos 
óleos essenciais), o seu consumo continuado pode auxiliar a prevenção da infecção 
bacteriana. Adicionalmente, a sua actividade anti-biofilme e anti-acidogénica reforça a sua 
capacidade inibitória dos factores de virulência que levam à formação de cáries. 
A sua acção a nível da acetilcolina esterase, foi também comprovada, o que supõe um 
outro alvo terapêutico para estes extractos. Contudo, a sua acção a nível da Doença de 
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Alzheimer estará dependente da capacidade dos compostos serem absorvidos, e resistirem à 
metabolização e excreção rápida por parte do organismo. Os estudos preliminares da digestão 
mostram que nenhum dos extractos sofre uma grande degradação no tracto gastrointestinal 
por parte dos sucos. Porém a passagem pela barreira intestinal parece não ocorrer em 
concentrações suficientemente elevadas para ocorrer alguma acção terapêutica. No entanto, a 
baixa concentração utilizada para este ensaio (1 mg/mL), poderá estar a provocar uma 
presença muito diminuída dos compostos no interior da célula, não sendo detectavéis. 
Com estes estudos comprovou-se, assim, que os extractos aquosos de plantas, em 
particular do género Mentha spp., possuem uma grande variedade de efeitos biológicos, pelo 
que o seu estudo pormenorizado é de grande valor científico e económico. 
 
IV.1 Perspectivas futuras 
 
 Os resultados obtidos revelam novas actividades por parte dos extractos aquosos de 
Mentha, espécies existentes em praticamente todo o Mundo, sendo por isso de fácil acesso. 
No entanto, os efeitos verificados terão de ser ainda verificados em modelos mais próximos da 
realidade física de um paciente. 
 As condições in vitro dos estudos da actividade oral são relativamente reducionistas, e 
um estudo aprofundado num ambiente que mimetize o ambiente oral, com fluxo salivar e 
material de hidroxiapatite, será um bom passo a seguir para confirmar as actividades 
observadas. 
 Primeiramente, um estudo por MS, seria importante, para confirmar e revelar com 
todas as certezas quais os compostos presentes nos diferentes extractos. A identificação de 
certos compostos, embora minoritários, poderão explicar as diferenças observadas nas 
actividades das espécies em estudo. 
Um estudo da toxicidade celular dos diferentes extractos em células CACO-2 poderá 
revelar qual a concentração máxima passível de ser apresentada a estas células. O aumento 
para uma concentração sub-tóxica, teoricamente mais elevada do que a utilizada neste 
trabalho, poderá ser o suficiente para compreender quais os compostos que conseguem 
penetrar no organismo, sendo depois mais claro em quais destes focar a atenção para os seus 
papéis biológicos; que metabolismo poderá ocorrer a nível do tecido hepático; o tempo de 
meia-vida dos compostos em modelos in vivo; e verificar se alguns destes compostos 
atravessam a barreira hematoencefálica. 
 Todos estes estudos irão levar a uma muito melhor compreensão da actividade 
biológica dos compostos que ingerimos, campo que ainda revela uma enorme quantidade de 
informação por explorar. 
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Anexo 1 – Recta de Calibração Para Cálculo de Fenóis Totais 
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Figura A37 Curva de calibração com pirogalol, e respectiva quantificação de fenóis para cada um dos 
extractos. Valores apresentados com o desvio-padrão 
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Anexo 2 – Cromatogramas e espectros UV de compostos 
padrão 
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Figura A38 Cromatogramas dos compostos utilizados como padrão nos estudos realizados por HPLC. 1 
– Ácido cafeico; 2 – Ácido clorogénico; 3 – Ácido ferrúlico; 4 – Ácido rosmarínico 
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Figura A39 Espectro UV dos compostos utilizados como padrão nos estudos realizados por HPLC. 1 – 
Ácido cafeico; 2 – Ácido clorogénico; 3 – Ácido ferrúlico; 4 – Ácido rosmarínico 
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Anexo 3 – Cromatogramas e espectros UV dos 
compostos das amostras em estudo 
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Figura A40 Espectro UV dos componentes principais que estão presentes em todos os extractos 
estudados (os compostos 2 e 5 são uma excepção, estando ausentes no extracto de Mentha spicata).  1 
– Tr 7.1; 2 – Tr 14.0 (Ácido Rosmarínico); 3 – Tr 13.9 (Ausente no extracto de Mentha spicata) 
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Figura A41 Espectro UV do composto que ocorre unicamente no extracto de Mentha x piperita, de Tr 
13.0 
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Figura A42 Espectro UV dos compostos que ocorrem únicamente no extracto de Mentha pulegium. 1 – Tr 
9.9; 2 – Tr 11.9 
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Figura A43 Espectro UV dos compostos que ocorrem únicamente nos extractos de Mentha 
spicata e Mentha spicata X. 1 – Tr 10.3; 2 – Tr 13.01; 3 – Espectro UV de eriocitrina, composto 
identificado como 1, retirado de [A141]. 
1 2 
3 
5 
Anexo 4 – Curvas de Inibição do radical DPPH 
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Figura A44 Inibição do radical DPPH pelos diferentes extractos. Os valores de inibição foram calculados 
por comparação com actividade do controlo. A – Mentha x piperita seca; B – Mentha x piperita fresca; C – 
Mentha pulegium; D – Mentha spicata; E – Mentha spicata X 
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Anexo 5 – Curvas de Crescimento Bacteriano 
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Figura A45 Curva de crescimento das estirpe S. mutans e S. sobrinus, ao longo do tempo. Resultados 
obtidos por espectofotometria (Absorvência a 630 nm) e apresentados com o desvio-padrão. 
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Anexo 6 – Curvas de Inibição do Crescimento Bacteriano 
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Figura A46 Percentagem de sobrevivência de: 1 – S. sobrinus; 2 – S. mutans; na presença de extractos 
aquosos de: A –Mentha x piperita seca; B –mentha x piperita fresca; C – Mentha pulegium; D – Mentha 
spicata; E – Mentha spicata X. A percentagem de inibição foi calculada em comparação com a actividade 
do controlo. 
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Anexo 7 – Curvas de Inibição da Formação de Biofilme 
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Figura 47 Variação na percentagem da presença de biofilme de: 1 – S. sobrinus; 2 – S. mutans; pelos 
extractos aquosos de: A –Mentha x piperita seca; B –mentha x piperita fresca; C – Mentha pulegium; D – 
Mentha spicata; E – Mentha spicata X. A percentagem de inibição foi calculada em comparação com a 
actividade do controlo 
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Anexo 8 – Doseamento proteico pelo Método de Lowry 
Modificado 
 
y = 0.0035x + 0.0262
R2 = 0.9617
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Figura A48 Curva padrão do método de Lowry modificado, para quantificação proteica, realizada com 
BSA 
 
Tabela A15 Concentrações proteicas calculadas para as estirpes de S. sobrinus e S. mutans obtidas no 
ensaio de Lowry modificado 
 
Concentração 
proteica  
(µg/mL) 
S. sobrinus 189.79 ± 0.18 
S. mutans 156.94 ± 0.35 
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Anexo 9 – Curvas de Inibição da Actividade de 
Glucosiltransferase (GTF) 
 
0
20
40
60
80
100
120
0 2 4 6 8 10
Concentração (mg/mL)
A
ct
iv
id
ad
e 
G
TF
 
(%
 
de
 
co
n
tr
o
lo
)
0
20
40
60
80
100
120
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Concentration (mg/mL)
G
TF
 
A
ct
iv
ity
 
(%
 
o
f c
o
n
tr
o
l)
0
20
40
60
80
100
120
0 2 4 6 8 10
Concentração (mg/mL)
A
ct
iv
id
a
de
 
G
TF
 
(%
 
de
 
co
n
tr
o
lo
)
 
0
20
40
60
80
100
120
0 2 4 6 8 10
Concentração (mg/mL)
A
ct
iv
id
ad
e 
G
TF
 
(%
 
de
 
co
n
tr
o
lo
)
 
0
20
40
60
80
100
120
0 1 2 3 4 5
C o ncentração  ( mg / mL )
0
20
40
60
80
100
120
0 1 2 3 4 5
Concentração (mg/mL)
A
ct
iv
id
ad
e 
G
TF
 
(%
 
de
 
co
n
tr
o
lo
)
0
20
40
60
80
100
120
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5
C onc e nt r a ç ã o ( mg/ mL)
0
20
40
60
80
100
120
0 1 2 3 4 5
C once nt r aç ã o ( mg/ mL)
0
20
40
60
80
100
120
0 1 2 3 4 5 6 7
Conc e nt r a ç ã o ( mg/ mL)
0
20
40
60
80
100
120
0 1 2 3 4 5 6 7
C oncent ração  ( mg/ mL)
 
Figura A49 Inibição da actividade do enzima Glucosiltransferase (expresso em %) extraído de : 1 – S. 
sobrinus; 2 – S. mutans; pelos extractos aquosos de: A –Mentha x piperita seca; B –mentha x piperita 
fresca; C – Mentha pulegium; D – Mentha spicata; E – Mentha spicata X. A percentagem de inibição foi 
calculada em comparação com a actividade do controlo 
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Figura A50 Variação na percentagem de glucanos formados por: 1 – S. sobrinus; 2 – S. mutans; ao fim 
de 18 horas, na presença de extractos aquosos de: A –Mentha x piperita seca; B –mentha x piperita 
fresca; C – Mentha pulegium; D – Mentha spicata; E – Mentha spicata X. A percentagem de inibição foi 
calculada em comparação com a actividade do controlo 
D1 D2 
E1 E2 
C1 
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Anexo 10 – Curvas de pH obtidas com concentração crescente 
dos extractos de Mentha spp. 
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Figura A51 Curvas da evolução do pH ao longo do tempo por acção de 1 – S. sobrinus; 2 – S. mutans, 
para as diferentes concentrações dos extractos de Mentha spp. em estudo. A – Mentha x piperita Seca; B 
– Mentha x piperita Fresca; C – Mentha pulegium; D – Mentha spicata; E – Mentha spicata X 
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B1 B2 
C1 C2 
D1 D2 
E1 E2 
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Anexo 11 – Curvas de Inibição da Actividade de 
Acetilcolinaesterase (AChE) 
 
 
 
Figura A52 Inibição da actividade de acetilcolina esterase (AChE) por diferentes extractos. Os valores de 
inibição foram calculados por comparação com actividade controlo. A – Mentha x piperita Seca; B – 
Mentha x piperita Fresca; C – Mentha pulegium; D – Mentha spicata; E – Mentha spicata X 
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 Anexo 12 – Cromatogramas e espectros UV dos compostos do 
ensaio com suco gástrico 
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Figura A53 Variação nos cromatogramas ao longo do tempo obtidos nos controlos do ensaio com suco 
gástrico por RT-HPLC dos diferentes extractos. Extractos: 1 – Mentha x piperita; 2 – Mentha pulegium; 3 – 
Mentha spicata; 4 – Mentha spicata X 
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Figura A54 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha x piperita que sofreram alteração na sua 
quantidade por acção do suco gástrico. 1 – Tr 7.75; 2 – Tr 9.81; 3 – Tr 18.39; 4 – Tr 22.3 
 
1 2 
3 4 
1 2 
3 4 
15 
-10000
0
10000
20000
30000
40000
50000
60000
70000
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
nm
u
AU
-80000
-60000
-40000
-20000
0
20000
40000
60000
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
nm
u
AU
-50000
0
50000
100000
150000
200000
250000
300000
350000
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
nm
u
AU
 
Figura A55 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha pulegium que sofreram alteração na sua 
quantidade por acção do suco gástrico. 1 – Tr 11.22; 2 – Tr 12.21; 3 – Tr 13.15 
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Figura A56 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha spicata X que sofreram alteração na sua 
quantidade por acção do suco gástrico. 1 – Tr 7.6; 2 – Tr 11.32; 3 – Tr 14.9; 4 – Tr 16.31 
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Anexo 13 – Cromatogramas e espectros UV dos compostos do 
ensaio com suco pancreático 
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Figura A57 Variação nos cromatogramas ao longo do tempo obtidos nos controlos do ensaio com suco 
pancreático por RT-HPLC dos diferentes extractos. Extractos: 1 – Mentha x piperita; 2 – Mentha pulegium; 
3 – Mentha spicata; 4 – Mentha spicata X 
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Figura A58 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha x piperita que sofreram alteração na sua 
quantidade por acção do suco pancreático. 1 – Tr 8.5; 2 – Tr 11.87; 3 – Tr 13.16; 4 – 13.5; 5 – 13.92: 6 – 
16.15; 7 – 17.03 
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Figura A59 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha pulegium que sofreram alteração na sua 
quantidade por acção do suco pancreático. 1 – Tr 10.52; 2 – Tr 12.48; 3 – Tr 13.31; 4 – Tr 16.50 
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Figura A60 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha spicata que sofreram alteração na sua 
quantidade por acção do suco pancreático. 1 – Tr 13.35; 2 – 14.28 
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Figura A61 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha spicata X que sofreram alteração na sua 
quantidade por acção do suco pancreático. 1 – Tr 7.25; 2 – Tr 11.19; 3 – Tr 12.02; 4 – Tr 13.03; 5 – 13.85; 
6 – 14.69 
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Anexo 14 – Cromatogramas e espectros UV dos compostos do 
ensaio com Beta-glucuronidase 
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Figura A62 Variação nos cromatogramas ao longo do tempo obtidos nos controlos do ensaio com β-
Glucuronidase por RT-HPLC dos diferentes extractos. Extractos: 1 – Mentha x piperita; 2 – Mentha 
pulegium; 3 – Mentha spicata; 4 – Mentha spicata X 
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Figura A63 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha x piperita que sofreram alteração na sua 
quantidade por acção do enzima β-glucuronidase. 1 – Tr 13.16; 2 – Tr 13.94; 3 – Tr 18.17; 4 – Tr 19.68 
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Figura A64 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha pulegium que sofreram alteração na sua 
quantidade por acção do enzima β-glucuronidase. 1 – Tr 11.97; 2 – 13.09; 3 – 13.97; 4 – 17.9 
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Figura A65 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha spicata que sofreram alteração na sua 
quantidade por acção do enzima β-glucuronidase. 1 – Tr 12.68; 2 – Tr 13.61; 3 – Tr 14.33 
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Figura A66 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha spicata X que sofreram alteração na sua 
quantidade por acção do enzima β-glucuronidase. 1 – Tr 10.79; 2 – Tr 11.79; 3 – Tr 12.73; 4 – Tr 13.54; 5 
– 17.1 
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Anexo 15 – Espectros UV do controlo utilizado no estudo com 
as células CACO-2 
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Figura A67 Espectros UV dos compostos do controlo realizado para o estudo com células Caco-2, 
equivalentes aos constituintes do meio HBSS. 1 – Tr 9.43; 2 – Tr 12.99; 3 – Tr 15.56; 4 – Tr 21.29; 5 – 
24.08 
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Anexo 16 – Espectros UV do controlo da lise das células 
CACO-2 e dos compostos observados no interior da lise das 
células apresentadas aos extractos 
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Figura A68 Espectro UV do composto encontrado no interior das células Caco-2, após ruptura das 
células controlo 
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Figura A69 Espectros UV dos compostos encontrados no interior das células Caco-2, após ruptura. 1 – Tr 
10.51; 2 – 11.92 (Apenas aparece nas células às quais se apresentou o extracto de Mentha spicata); 3 – 
13.88; 4 – 18.81 
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Anexo 17 – Espectros UV dos compostos dos extractos 
metabolizados pelas células CACO-2 
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Figura A70 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha x piperita que sofreram alteração na sua 
quantidade durante a incubação com células Caco-2. 1 – Tr 12.11; 2 – Tr 13.20; 3 – Tr 14.1; 4 – Tr 17.19; 
5 – 18.35 
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Figura A71 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha pulegium que sofreram alteração na sua 
quantidade durante a incubação com células Caco-2. 1 – Tr 11.1; 2 – Tr 12.1; 3 – Tr 13.0; 4 – Tr 13.9; 5 – 
14.7 
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Figura A72 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha spicata que sofreram alteração na sua 
quantidade durante a incubação com células Caco-2. 1 – Tr 9.3; 2 – Tr 10.97; 3 – Tr 11.89; 4 – Tr 12.85; 5 
– 13.9 
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Figura A73 Espectros UV dos compostos do extracto de Mentha spicata X que sofreram 
alteração na sua quantidade durante a incubação com células Caco-2. 1 – Tr 9.38; 2 – Tr 11.2; 
3 – Tr 11.9; 4 – Tr 12.9 
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